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I. RESUMEN EN INGLÉS 
 
Poxviruses encode a large variety of proteins that mimic, block or enhance host cell 
signaling pathways on their own benefit. It has been reported that mitogen-activated kinases 
(MAPKs) are specifically up-regulated during vaccinia virus (VACV) infection. In this study, 
we have evaluated the role of the MAPK negative regulator dual specificity phosphatase 1 
(DUSP1) in the infection of VACV. The results presented in this thesis demonstrate that 
DUSP1 mRNA transcription and protein expression are enhanced upon infection with wild-
type (WT) virus WR or with the attenuated VACV mutants MVA and NYVAC and this up-
regulation is dependent on early viral protein synthesis. In the absence of DUSP1 in cultured 
cells, there is an increased activation of its molecular targets p38MAPK, JNK and ERK and 
an enhanced WR replication. Moreover, DUSP1 knock-out (KO) mice are more susceptible 
to WR infection probably as a result of the enhanced virus replication that we observed in 
the lungs from KO infected animals. Interestingly, MVA which is known to perform non-
permissive infections in most mammalian cell lines, is able to grow in KO immortalized 
murine embryo fibroblasts (MEFs) and this ability is completely abrogated when DUSP1 
expression is restored in cultured cells. Confocal and electron microscopy assays showed 
that, in the absence of DUSP1, MVA morphogenesis is similar as in permissive cell lines. By 
the specific inhibition of MAPKs during MVA infection of KO cells, we have determined that 
the activation of MAPKs is at least partially responsible for the ability of MVA to replicate in 
the absence of DUSP1. In addition, we observed an increment in the secretion of pro-
inflammatory cytokines at early times post-infection and an enhancement in the adaptive 
immune response when we infected KO mice by different routes. Altogether, these findings 
revealed that DUSP1, through the modulation of MAPKs, is involved in the replication and 
host range of VACV and in the regulation of host immune responses. Thus, DUSP1 is a host 
factor that acts as an antiviral defense mechanism against a poxvirus infection. 
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II. INTRODUCCIÓN 
 
1) Poxvirus: Clasificación y características generales. 
 
 Los poxvirus constituyen una extensa familia de virus capaces de infectar una amplia 
variedad de vertebrados e invertebrados. Se caracterizan principalmente por presentar un 
genoma lineal de ADN de doble cadena, ser capaces de replicar en el citoplasma de la célula 
infectada y poseer un virión de morfología compleja. 
 De acuerdo con la última actualización taxonómica establecida anualmente por el 
Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV), la familia Poxviridae está dividida en dos 
subfamilias: Entomopoxvirinae, capaz de infectar insectos (Li et al, 1998) y Chordopoxvirinae, 
capaz de infectar aves y mamíferos. La subfamilia Chordopoxvirinae se divide a su vez en 10 
géneros entre los que se encuentra el género Orthopoxvirus (Fig.1). 
El miembro más conocido del género Orthopoxvirus es el virus Variola, agente causante de la 
pandemia de la viruela, que la Organización Mundial de la Salud (OMS) considera oficialmente 
erradicada desde 1980 (Jezek et al, 1987), (Jezek & Khodakevich, 1987). Sin embargo, el 
prototipo y, por tanto, el miembro más estudiado de la familia es el virus Vaccinia (VACV). Fue 
el primer virus en ser analizado mediante un micoscopio electrónico, crecido en cultivos 
celulares de forma estable, físicamente purificado y analizado químicamente (Moss, 2001). La 
sintomatología de la infección en humanos es leve con la aparición de pústulas y procesos 
febriles.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Clasificación taxonómina de la familia Poxviridae. 
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2) El virus vaccinia (VACV). 
 
2.1) Estructura y morfología. 
  
Según estudios de tomografía crioelectrónica llevados a cabo en nuestro laboratorio 
(Fig.2A), la partícula viral de VACV presenta unas dimensiones de 370 x 260 x 125 nm 
(Cyrklaff et al, 2005) y tiene una morfología ovalada o en forma de ladrillo (Dales & Pogo, 
1981). Dentro de una célula infectada, VACV puede encontrarse en dos formas infectivas 
diferentes: el virión maduro (VM) que posee una única membrana y que permanece en el 
citoplasma hasta que se produce la lisis celular y el virus extracelular (VE) que tiene una 
membrana adicional y que se libera mediante la fusión de su membrana exterior con la 
membrana plasmática. La composición de las membranas de ambas formas infectivas es 
diferente y, por lo tanto, los VMs y los VEs son estructural, antigénica y funcionalmente 
distintos (Smith et al, 1997), (Seet et al, 2003). En cuanto a la diseminación del virus, el VM es 
responsable de la estabilidad del virus a largo plazo y de la transmisión del virus entre 
hospedadores, mientras que el VE es importante para la dispersión del virus dentro del 
organismo infectado (Payne & Kristensson, 1985). 
Los análisis de la arquitectura interna de los VMs mediante microscopía electrónica y 
tomografía crioelectrónica han permitido la identificación de tres subestructuras diferentes: el 
core, los cuerpos laterales y la membrana externa (Fig.2B). El core es una zona central 
bicóncava, electrodensa y altamente estructurada que contiene proteínas virales asociadas al 
compacto genoma viral junto con la maquinaria transcripcional necesaria para llevar a cabo los 
primeros estadíos de la transcripción viral (Condit et al, 2006), (Jensen et al, 1996). El core se 
encuentra rodeado por una membrana cuya cara externa presenta una apariencia estriada y 
numerosas espículas tapizando su superficie. Los cuerpos laterales son subestructuras 
proteicas situadas a ambos lados del core y en contacto tanto con la membrana externa del 
mismo (Griffiths et al, 2001b), (Griffiths et al, 2001a) como con la membrana externa del VM. 
La membrana externa del virión presenta un grosor de 5-6 nm y está formada por túbulos 
agrupados de forma hexagonal. Se encuentra mayoritariamente compuesta por proteínas 
estructurales y en menor proporción por proteínas implicadas en el sistema redox viral 
responsable del mantenimiento de las uniones disulfuro de la membrana. La membrana 
adicional del VE es lábil, presenta una composición lipídica y al menos 6 proteínas virales que 
no se encuentran presentes en la membrana del VM. Estas proteínas virales son necesarias 
para el enmascaramiento del virus frente al sistema inmune del hospedador y para la entrada 
del virus en la célula (Payne, 1978). 
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Figura 2: Estructura y morfología del virión maduro de VACV. A) Imágenes obtenidas por tomografía 
electrónica. B) Representación gráfica de la arquitectura general y las subestructuras de VACV 
(adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics, 2008). 
  
2.2) Organización genómica. 
 
El genoma de VACV tiene un tamaño de 62,3 µM y consta de aproximadamente 200 kb 
de longitud que codifica alrededor de 200 genes (Esteban et al, 1977) (Goebel et al, 1990). La 
molécula de ADN viral bicatenario tiene sus extremos unidos de forma covalente mediante 
horquillas que se localizan en las regiones terminales invertidas. El ADN viral se encuentra en 
una conformación superenrollada asociado a proteínas virales formando estructuras esféricas 
de 30-60 nm de diámetro (Soloski & Holowczak, 1981).  
Tras la publicación de la primera secuencia genómica completa de un virus vaccinia, 
concretamente la correspondiente a la cepa Copenhagen (Goebel et al, 1990), se adoptó la 
nomenclatura oficial de los genes virales según la cual los distintos genes se nombran de 
acuerdo con el fragmento obtenido mediante la digestión con la enzima de restricción HindIII 
en el que se localizan (representado por una letra en mayúscula), con la posición relativa de 
dicho gen con respecto al extremo izquierdo de dichos fragmentos (respresentado por un 
número) y en relación a su orientación transcripcional (L; left, R; right). A partir del estudio 
comparativa de los genomas de diferentes poxvirus se ha demostrado que hay 91 genes 
conservados entre los miembros de la familia Chordopoxvirinae. La mayoría de ellos se 
encuentran localizados en la región central del genoma y están implicados en funciones 
esenciales durante la infección del virus. Sin embargo, los genes no esenciales están situados 
en los extremos del genoma y sufren una mayor variabilidad entre especies, siendo 
responsables del rango de hospedador y de la patogenicidad específicos de cada virus (Seet 
et al, 2003).  
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2.3) Ciclo infectivo. 
 
Los poxvirus, a diferencia de otros virus ADN, disponen de una batería de proteínas 
virales que les permiten completar su ciclo infectivo en el citoplasma de la célula infectada 
(Moss, 2001). En la Fig.3 se representan las distintas etapas del ciclo infectivo del virus: 
entrada, desencapsidacion, expresión génica y replicación del ADN viral y finalmente, 
morfogénesis y salida de la progenie viral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Ciclo infectivo de VACV. En el esquema se representan los distintos estadíos que forman 
parte del ciclo infectivo de VACV en un hospedador permisivo. Figura adaptada de McFadden, 2005. 
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Entrada 
 
En el caso de VACV es necesario considerar la existencia de dos formas infectivas 
diferentes: VM y VE. Se ha descrito que la membrana externa del VE se disgrega previamente 
a la entrada del virus por un mecanismo mediado por ligando en el que están implicadas las 
glicoproteínas virales A34 y B5 (Law et al, 2006). Todavía se desconoce el receptor celular 
específico responsable del reconocimiento de los poxvirus, pero se ha descrito que el VM entra 
en la célula mediante mecanismo de endocitosis dependiente de pH, ya sea a través de la 
fusión de su membrana externa con la membrana plasmática (pH netro) o mediante la fusión 
con la membrana de endosomas en los que se invagina durante la entrada (pH ácido). Las 
proteínas virales de envuelta implicadas en el acoplamiento del virus a la célula son D8, A27, 
H3 y A26 (Moss, 2012 
). En el caso de la cepa WR la ruta endocítica es la predominante (Townsley et al, 
2006). Sin embargo, un estudio reciente sugiere que la entrada de los VMs y VEs sucede 
mediante un mecanismo de endocitosis celular dependiente de pH (Schmidt et al, 2011) en el 
que ambas formas virales se sirven del mismo mecanismo de entrada, pero difieren en la 
manera en la que activan la macropinocitosis celular (Schmidt et al, 2012).  
Un complejo de ocho proteínas virales de envuelta presentes en la membrana del VM y 
que interaccionan entre sí son las encargadas de mediar la liberación del core y los cuerpos 
laterales en el citoplasma de la célula infectada (Townsley et al, 2005), (Senkevich et al, 2005). 
Este complejo está compuesto por las proteínas virales A21, L5, A28, H2, G3, G9, A16 y J5. 
Los mutantes inducibles generados para analizar la función de estas proteínas indican que 
estas no son necesarias para la formación de un virión maduro morfológicamente normal y 
transcripcionalmente activo. Sin embargo, los VMs mutantes no son capaces de penetrar en la 
célula y, por tanto, no son infectivos. 
 
Desencapsidación 
 
Este proceso consiste en la liberación del core viral en el citoplasma de la célula 
infectada. Se trata de un proceso parcial en el que se produce la pérdida de lípidos y proteínas 
de la envuelta del virión (Dales, 1965) lo que conlleva una mayor accesibilidad del genoma a la 
acción de las nucleasas de ADN presentes en el citoplasma celular (Joklik, 1962). 
 
Expresión génica y síntesis de ADN viral 
 
La expresión de las distintas proteínas virales es un proceso complejo de eventos que 
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tiene lugar integramente en el citoplasma de la célula infectada. Una infección permisiva se 
caracteriza por tres etapas de transcripción y síntesis de proteínas virales: temprana, 
intermedia y tardía (Broyles, 2003).  
 
1) Expresión de genes tempranos 
Aproximadamente la mitad de los genes codificados en el genoma del virus se 
transcriben de forma temprana. Un estudio reciente demuestra que estos genes se pueden 
subdividir en genes inmediatamente tempranos y tempranos (Assarsson et al, 2008).  
La ARN polimerasa viral y los factores necesarios para llevar a cabo la transcripción 
temprana se encuentran empaquetados en el VM (Christen et al, 1992). 
Las proteínas sintetizadas a partir de estos ARNm tempranos están implicadas en la 
replicación del ADN viral, en contrarrestar la defensa antiviral del hospedador y en la 
transcripción de los genes intermedios. 
 
2) Replicación del ADN viral. 
Este proceso tiene lugar durante las dos primeras horas a partir de la entrada del virus 
en regiones citoplasmáticas próximas al núcleo y desprovistas de orgánulos celulares 
denominadas factorías virales (Cairns, 1960). Durante las primeras etapas de la infección las 
factorías virales se encuentran rodeadas por el retículo endoplasmático rugoso que comienza 
a disgregarse durante la transcripción intermedia (Tolonen et al, 2001). 
El modelo de replicación de los poxvirus comienza con un corte, mediado por proteínas 
virales tempranas, en una de las hebras de ADN que permite a la ADN polimerasa viral iniciar 
la elongación desde el extremo 3´ libre producido tras el corte. A continuación, la molécula 
replicada de ADN se vuelve sobre sí misma de manera que se produce la formación de 
concatémeros. En una segunda etapa, mediada por proteínas virales tardías (Merchlinsky & 
Moss, 1989), estos intermediarios de replicación se resuelven por la proteína viral A22 (Garcia 
et al, 2000), dando lugar a moléculas individuales de ADN viral maduras con los extremos 
sellados y con secuencias invertidas y complementarias en ambos extremos (Traktman, 1991) 
que se incorporarán posteriormente  en las partículas virales. 
 
3) Expresión de genes intermedios. 
Los genes intermedios representan un pequeño porcentaje en comparación con los 
tempranos y tardíos y codifican mayoritariamente proteínas reguladoras que inducen la 
transcripción de los genes tardíos. 
 
4) Expresión de genes tardíos. 
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Los genes tardíos codifican la mayoría de las proteínas que forman parte de las 
partículas virales y las enzimas que se empaquetan en el virión implicadas en comenzar la 
transcripción temprana una vez que éste infecte a una nueva célula. 
Los tránscritos presentan algunas características inusuales como unos extremos 5´ 
poliadenilados y unos extremos 3´ heterogéneos en longitud. Además, este ARN es capaz de 
hibridar consigo mismo y formar moléculas de ARN de doble cadena (ARNdc) debido a un 
proceso de transcripción opuesta de ambas hebras de ADN y a la heterogeneicidad de los 
extremos 3´. El virus vaccinia es capaz de contrarrestar la respuesta del hospedador ante la 
presencia de estos ARNdc virales mediante la acción de proteínas virales tempranas como E3 
y K3 (Davies et al, 1993). 
 
Morfogénesis y salida de la progenie 
 
La morfogénesis del virus vaccinia es un proceso complejo que se produce en varias 
etapas secuenciales y que comienza en las factorías virales (Tolonen et al, 2001). La 
secuencia de acontecimientos que conforman este proceso se observó por primera vez 
mediante microscopía electrónica (Dales, 1965). En la Fig.4 se muestra un esquema secuecial 
del proceso de morfogénesis de VACV. 
Las primeras evidencias de ensamblaje viral son la aparición de crestas membranosas 
de unos 10-15 nm de grosor. Las crestas virales están formadas por las proteínas estructurales 
A14 y A17 que se encuentran unidas entre sí (Unger et al, 2012) y ensambladas junto con la 
proteína D13, responsable de la presencia de unas proyecciones denominadas espículas 
(Dales & Mosbach, 1968). A14 y A17 sufren procesos de fosforilación mediados por la quinasa 
viral F10 y, posteriormente, son proteolizadas para dar lugar a sus formas maduras presentes 
en el VM (Betakova et al, 1999). Las crestas van aumentando progresivamente de tamaño 
mientras engloban el material viroplásmico o viroplasma dando lugar a una estructura esférica. 
Estos intermediarios virales se denominan virus inmaduros (VIs) y tienen aproximadamente 
350 nm de diámetro. El viroplasma contenido en su interior es más electrodenso que el 
material que se encuentra en la factoría viral. También podemos encontrar el viroplasma en 
forma de grandes acumulaciones denominadas “virosomas” rodeadas por numerosas crestas 
membranosas en crecimiento. Mediante ensayos con mutantes dependientes de temperatura 
se han identificado 7 proteínas virales como proteínas esenciales durante el proceso de 
formación del VI: A10, A15, A30, D2, D3, G7, J1 y F10 (Condit et al, 2006). 
En el citoplasma de la célula infectada también pueden detectarse otras subestructuras 
virales como acumulaciones de ADN viral frecuentemente rodeadas por dos membranas en 
forma de emparedado. El ADN viral sufre un proceso de condensación y, posteriormente, se 
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encapsida en el VI por un mecanismo poco caracterizado hasta el momento. Comúnmente se 
ha aceptado que el genoma viral entra en el VI antes de que la membrana se cierre por 
completo ya que la mayor parte de los viriones inmaduros encontrados en análisis de 
secciones seriadas de muestras de microscopía electrónica contienen un nucleoide en su 
interior (Morgan et al, 1955). Este nuevo intermediario viral se denomina virus inmaduro con 
nucleoide (VIN). 
EL VIN sufre un complejo proceso de transformación morfológica para dar lugar al 
primer intermediario viral infectivo, el virus maduro (VM). Este proceso consta de tres eventos 
principales; 1) el ensamblaje de la maquinaria de transcripción en el core viral en el que están 
implicados las proteínas D6, A7 y H4, 2) la proteolisis de determinadas proteínas estructurales 
del core y de la membrana viral tales como A10, A3, G7, A12, L4 y A17 mediada por la 
proteasa viral I7 (Byrd & Hruby, 2006) y 3) la reestructuración de la superficie de la partícula 
viral en la que tiene lugar la pérdida de la proteína de ensamblaje D13, la formación de 
puentes disulfuro intra- e intermoleculares en proteínas virales estructurales (Bisht et al, 2010) 
y la incorporación de nuevas proteínas estructurales a la envuelta del virus como la proteína 
A27 que se ancla a la membrana mediante su unión a la proteína A17 (Kochan et al, 2008). La 
mayoría de los VM se encuentran agrupados en zonas independientes físicamente y en 
ocasiones alejadas de las factorías virales. Los VMs presentan un tamaño de unos 200-300 
nm y una morfología ovalada en forma de ladrillo y permanencen en el interior de la célula 
infectada hasta su liberación tras la lisis celular. 
Una pequeña proporción de los VMs adquiere una membrana adicional derivada de las 
membranas trans del aparato de Golgi y dan lugar a un nuevo intermediario viral denominado 
virus maduro con envuelta (VME). El transporte al aparato de Golgi está mediado por la 
proteína de la envuelta viral A27 (Sanderson et al, 2000) y ésta junto con las proteínas B5 y 
F13 son responsable de la correcta adquisición de una doble membrana adicional para dar 
lugar a los VMEs (Engelstad & Smith, 1993), (Blasco & Moss, 1991). Posteriormente, los VMEs 
son transportados mediante la red de microtúbulos hasta la periferia celular en un proceso 
mediado por la proteína viral F12 (Morgan et al, 2010). Una vez allí, los VMEs son capaces de 
atravesar el esqueleto de actina situado por debajo de la membrana plasmática (Arakawa et al, 
2007) y fusionar su membrana externa con la membrana plasmática. Muchos de estos viriones 
permanecen unidos a la membrana celular y son capaces de infectar a las células vecinas 
gracias a la inducción de colas de actina en la zona subyacente al virión. En este proceso 
participan las proteínas virales A33, A34 y A36 (Sanderson et al, 1998). Otra proporción de los 
virus son liberados al medio extracelular y son responsables de la diseminación del virus a 
larga distancia (Blasco & Moss, 1991). 
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Figura 4: Esquema del proceso de morfogénesis de VACV. En la figura de representan los distintos 
estadíos que del proceso de morfogénesis de VACV: formación de crestas (1), inclusión de ADN viral 
(2), formación del virus maduro (3), adquisición de una membrana adicional en el aparato de Golgi (4), 
transporte hasta la membrana plasmática (5) y liberación de la progenie viral de la célula infectada (6). 
Figura adaptada de Smith, 2002. 
   
3) Aplicaciones de los Poxvirus. 
 
 A causa de la pandemia producida por el virus variola, agente causante de la 
enfermedad de la viruela, el virus vaccinia cobró una gran importancia como vacuna frente a 
dicha enfermedad. A comienzos de la segunda mitad del siglo XX, comenzó una campaña de 
erradicación de la viruela que culminó con el último caso detectado en 1977 (Fenner, 1988) y 
con la declaración oficial de su erradicación por la Organización Mundial de la Salud en 1980 
(W.H.O, 1980). 
 Desde ese momento, gracias al desarrollo de la manipulación genética en el campo de 
la biología molecular y en concreto de la virología, el virus vaccinia fue ampliamente utilizado 
como vector de expresión de genes procedentes de otras especies. Ensayos realizados en el 
año 1996 por los grupos de B. Moss y E. Paoletti demostraron que animales inoculados con 
virus vaccinia que expresaban material exógeno procedente de otros patógenos eran capaces 
de generar protección frente a dichos patógenos (Moss, 1996), (Paoletti, 1996). 
 En la actualidad existen una serie de virus vaccinia modificados geneticamente con el 
objetivo de convertirlos en vectores más inmunogénicos y más seguros. Estos virus 
modificados son generalmente virus atenuados incapaces de replicar en el hospedador siendo, 
por lo tanto, candidatos vacunales idóneos frente a diversas enfermedades prevalentes 
(Gomez et al). 
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 Las ventajas que ofrecen los poxvirus como vectores de expresión y/o vacunales se 
resumen en la Tabla I. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla I: Ventajas de los Poxvirus como vectores de expresión y/o vacunales.  
 
4) Cepas atenuadas del virus vaccinia. 
 
 Debido a la necesidad de obtener vectores vacunales más seguros, se han generado 
una serie de cepas atenuadas incapaces de replicar en células humanas y en la mayor parte 
de células de mamífero. Entre ellas podemos destacar: los vectores con restricciones en el 
rango de hospedador como el de los poxvirus atenuados ALVAC o TROVAC (Pincus et al, 
1995), el de los mutantes M65 y M101 generados en nuestro laboratorio (Dallo & Esteban, 
1987) o el de las cepas atenuadas MVA y NYVAC, utilizadas en el presente trabajo (Moss et 
al, 1996). A continuación se detallan las estrategias de obtención y las características de los 
dos virus atenuados utilizados durante este estudio.    
 
4.1) Virus modificado de Ankara (MVA). 
 
 El virus modificado de Ankara (MVA) fue derivado del virus Ankara 
corioalantoideo (CVA) tras 570 pases sucesivos en fibroblastos embrionarios de pollo (CEF) 
durante los cuales el virus fue perdiendo progresivamente genes implicados en replicación y 
virulencia (Sutter & Staib, 2003). Los análisis del genoma de MVA realizados mediante 
secuenciación han demostrado que MVA ha perdido aproximadamente 30 Kb de su 
información genómica durante el proceso de atenuación en CEF, lo que corresponde a un 15% 
del genoma parental (Antoine et al, 1998), (Meyer et al, 1991). 
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  Se ha descrito que MVA es incapaz de completar el ciclo viral en células HeLa 
debido a un bloqueo en el proceso de morfogénesis. Por tanto, el virus expresa tanto las 
proteínas virales tempranas como las tardías pero no es capaz de realizar el proceso de 
ensamblaje, por lo que sólo se producen un 4% de virus maduros en los cultivos de células 
HeLa infectadas con MVA (Gallego-Gomez et al, 2003), (Sancho et al, 2002). De hecho, la 
restricción en el rango de hospedador de MVA es muy amplia ya que sólo es capaz de replicar 
en células CEF, BHK21 y QT-35 (de origen aviar) (Drexler et al, 1998), (Verheust et al, 2012). 
  MVA se ha utilizado ampliamente en el desarrollo de vacunas tanto de carácter 
preventivo como terapéutico (Gomez et al, 2008). En los últimos años se han llevado a cabo 
varios ensayos clínicos utilizando vacunas basadas en MVA en voluntarios sanos y en 
voluntarios infectados por VIH (Keefer et al, 2011), (Gomez et al, 2011b). Estos estudios han 
demostrado que estos vectores recombinantes basados en MVA son seguros y capaces de 
inducir una respuesta inmune VIH-específica cuando se administran solos o en combinación 
con otros vectores. En la actualidad, nuestro grupo y otros grupos de investigación están 
realizando modificaciones en el genoma de MVA y en los antígenos de VIH insertados en 
dicho genoma con el objetivo de aumentar la magnitud, la polifuncionalidad y la durabilidad de 
la respuesta inmune generada frente a los antígenos de VIH y conseguir así un vector vacunal 
más eficiente (Garcia-Arriaza et al, 2011). 
 
4.2) Virus atenuado de la cepa Copenhagen (NYVAC). 
 
 El virus NYVAC deriva de la cepa Copenhagen y fue generado mediante la 
deleción selectiva de 18 marcos de lectura abierta (ORF, del inglés: Open Reading Frames) 
del virus implicados en el rango de hospedador y en virulencia. El virus obtenido mediante esta 
estrategia no es capaz de replicar en células humanas en cultivo ni tampoco produce 
infecciones productivas en humanos (Tartaglia et al, 1992). Esta incapacidad de NYVAC para 
replicar en células humanas es debida al bloqueo transcripcional observado en los cultivos de 
células HeLa infectados con este virus atenuado. De esta manera, NYVAC no expresa algunas 
proteínas tardías necesarias para el proceso de morfogénesis viral por lo que dicho bloqueo 
transcripcional se produce previamente a la formación de los virus inmaduros. Otra 
característica importante de este virus atenuado es que induce una potente apoptosis que se 
refleja no sólo en el efecto citopático observado en los cultivos infectados, sino en el patrón de 
genes relacionados con apoptosis obtenido mediante análisis por microarrays (Najera et al, 
2006), (Guerra et al, 2006). 
 
  En un análisis comparativo de los genomas de MVA y NYVAC podemos 
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observar que se han perdido o fragmentado diversos genes no esenciales y que éstos varían 
entre ambos virus atenuados existiendo un mayor número de genes delecionados o 
fragmentados en el genoma de MVA que en el de NYVAC. Como se muestra en la Fig.5, 
encontramos genes delecionados en NYVAC e intactos en MVA,  genes delecionados en MVA 
e intactos en NYVAC y genes delecionados en ambos virus. Entre estos últimos se encuentran 
(la nomenclatura corresponde a la cepa Copenhagen) C1L-C5L, N1L, M1L, M2L, A26L, B13R, 
B14R y K1L. Los genes delecionados en uno u otro virus son los responsables de las 
diferencias en los fenotipos de ambos virus; así, en MVA están presentes el gen de la timidín-
quinasa (J2R), el gen de rango de hospedador C7L, el gen de la hemaglutinina (A56R), el de la 
subunidad mayor de la ribonucleótido reductasa (I4L) y el gen de función desconocida N2L, 
que no están presentes en NYVAC (Tartaglia et al, 1992). 
 
  En cuanto a la diseminación de MVA y NYVAC en el organismo, la característica 
común de ambos virus es que a pesar de ser capaces de infectar tejidos cercanos al lugar de 
inoculación no son capaces de producir progenie viral y, por lo tanto, no pueden diseminarse 
por el organismo. El análisis de la biodistribución de ambos virus en el modelo murino fue 
llevado a cabo previamente en nuestro laboratorio (Ramirez et al, 2003), (Gomez et al, 2007a). 
Estos estudios mostraron que la expresión génica de MVA es mayor a tiempos tempranos 
post-infección, mientras que NYVAC es capaz de mantener los niveles de expresión durante 
un periodo de tiempo mayor en los animales infectados, aunque nunca superior a las 72 hpi.  
  Las diferencias en los genes inmunomoduladores delecionados o fragmentados 
en ambos virus atenuados dan lugar a un patrón inmunogénico distinto y, en consecuencia, el 
efecto que producen en la respuesta inmune innata y adaptativa del hospedador es también 
diferente. Diversos estudios de microarrays con estos virus en células HeLa y células 
dendríticas inmaduras (CDi) realizados en nuestro laboratorio corroboran estos hechos (Guerra 
et al, 2006), (Guerra et al, 2007), (Guerra et al, 2004). En CDi se observó la inducción de 359 
genes de forma específica durante la infección por MVA mientras que este número se reducía 
a 165 en el caso de las células infectadas por NYVAC. La ruta de señalización del interferón 
(IFN), implicada en la defensa del hospedador, también resultaba fuertemente inducida durante 
la infección por MVA. Posteriormente, otros autores han profundizado en la señalización 
mediada por MVA, demostrando el papel que desempeña el inflamosoma NALP3, los TLR2-6 y 
MyD88 durante la infección con este virus atenuado (Delaloye et al, 2009). 
  También existen diferencias en la respuesta celular desencadenada por MVA y 
NYVAC. Un estudio realizado en macacos (Macaca mulatta) con MVA y NYVAC como 
vectores vacunales que contenían genes del virus de la inmunodeficiencia de simios (Klotz et 
al) demostró que, tras el desafío con el virus patogénico SHIV89.6P, los animales inmunizados 
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previamente con MVA presentaban una porcentaje mayor de células T CD8 específicas con 
respecto a las células T CD4 específicas, mientras que los animales inmunizados con NYVAC 
experimentaban una inducción opuesta (Mooij et al, 2008). Estos resultados se deben en parte 
al patrón de expresión génica que activan MVA y NYVAC en los momentos tempranos de la 
infección, ya que la magnitud y temporalidad de la expresión se relaciona con la predisposición 
a desarrollar una u otra respuesta celular (Obst et al, 2005). 
 
 
 
Figura 5: Esquema de los genes delecionados en los genomas de MVA y NYVAC. Figura adaptada 
de Gómez, 2011. 
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 Todas estas características hacen de los virus atenuados MVA y NYVAC unos 
candidatos vacunales eficiente y seguros y por ello, en la actualidad, se emplean como 
vectores vacunales frente a diversas enfermedades prevalentes (Gomez et al, 2011a) como la 
leishmaniasis (Perez-Jimenez et al, 2006), (Sanchez-Sampedro et al, 2012), cáncer de 
próstata (Krupa et al, 2011), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Gomez et al, 2011b).  
 
5) El virus vaccinia y su hospedador. 
 
Los poxvirus han coevolucionado con su hospedador de manera que son capaces de 
contrarrestar eficientemente la respuesta inmune generada regulando tanto el medio 
extracelular como el intracelular de la célula infectada. Debido a esto, la capacidad de un 
poxvirus determinado para llevar a cabo una infección productiva en un tipo celular específico 
depende de la capacidad de dicho poxvirus para bloquear los mecanismos antivirales del 
hospedador una vez que ha entrado en la célula. En este sentido, se sabe que VACV codifica 
un amplio abanico de proteínas implicadas en el control de la apoptosis, diferenciación celular, 
rango de hospedador, respuesta inmune y cascadas de señalización activadas por estrés 
(Taylor et al, 2006), (Hou et al, 2012), (Sutter et al, 1994), (Beattie et al, 1996), (Garcia-Arriaza 
et al, 2011), (Najera et al, 2006), (Schweneker et al, 2012).  
Actualmente se desconocen los mecanismos fundamentales que subyacen a las 
distintas especificidades de rango de hospedador que encontramos en el género de los 
poxvirus. Esto es debido, en parte, a la existencia de tres niveles de tropismo diferentes que 
determinan el tropismo final de un virus determinado: el nivel celular, el nivel de tejido y el nivel 
de hospedador (McFadden, 2005). El tropismo celular implica que la replicación de un virus en 
una determinada línea celular puede ser permisiva, semi-permisiva o abortiva. El tropismo a 
nivel de tejido está influenciado por el tropismo celular y por las respuestas antivirales 
específicas de tejido o de órgano. Por último, el tropismo a nivel de hospedador está 
relacionado con la patogénesis y los síntomas de enfermedad que se producen en el organimo 
infectado y está determinado por los dos niveles de tropismo anteriores y por la respuesta 
inmune del hospedador. A pesar de que muchos poxvirus son estrictos en cuanto al 
hospedador al que son capaces de infectar, esta especificidad puede variar sustancialmente 
de forma que células derivadas de hospedadores considerados no permisivos pueden ser 
infectadas in vitro de forma efectiva, como sucede en el caso del poxvirus específico de 
conejos myxoma el cual es capaz de infectar células tumorales humanas gracias al gen de 
rango de hospedador M-T5 (Sypula, 2004) . La deleción de genes no conservados dentro del 
género de los poxvirus ha proporcionado datos importantes acerca del rango de hospedador 
(Johnston & McFadden, 2004). En el caso concreto de VACV, los genes implicados en 
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determinar el rango de hospedador hasta el momento son los genes tempranos B5R, E3L, 
K1L, K3L y C7L (Werden et al, 2008). 
Del mismo modo, con el objetivo de producir y propagar su progenie viral, VACV es 
capaz de modular determinadas rutas de señalización del hospedador (Perdiguero & Esteban, 
2009), (Soares et al, 2009). La fosforilación es un mecanismo muy conservado por el cual la 
célula regula la activación o represión de la función de numerosas proteínas implicadas en 
diferentes procesos biológicos (Guan, 1994). Por ejemplo, se sabe que la activación transitoria 
de la quinasa regulada extracelularmente (ERK) y de la quinasa de c-jun (JNK), es un evento 
importante en el proceso de supervivencia celular. Debido a esto, existen numerosos ejemplos 
de virus que durante su evolución han desarrollado estrategias para regular estas proteínas 
(Renukaradhya et al, 2008), (Medders et al, 2010), (Huang et al, 2011b). De este forma, VACV 
no sólo es capaz de codificar su propias quinasas y fosfatasas (Lin et al, 1992), (Punjabi & 
Traktman, 2005), (Liu & Lin, 2005), sino que también es capaz de beneficiarse de la actividad 
de quinasas y fosfatasas celulares como p38MAPK, ERK y JNK que pertenecen a la familia de 
las quinasas activadas por mitógeno (MAPKs). Algunos autores ya han descrito la necesidad 
de VACV de mantener una correcta activación de ERK para obtener una producción viral 
eficiente (Andrade et al, 2004). 
 
6) MAPKs: Características principales y regulación. 
 
Las MAPKs son serín-/treonin-quinasas encargadas de transmitir estímulos 
extracelulares y desencadenar un amplio rango de respuestas celulares en respuesta a dichos 
estímulos. Esta familia de quinasas se encuentra muy conservada en el reino animal y sus 
distintos miembros desempeñan un papel importante tanto en condiciones biológicas basales 
como en situaciones patológicas. Entre las respuestas celulares que regulan se encuentran 
proliferación, diferenciación celular, estrés, inflamación, regulación del ciclo celular y apoptosis 
(Chambard et al, 2007), (Liu & Lin, 2005), (Cuenda & Rousseau, 2007). 
Estas quinasas se dividen en MAPKs convencionales y MAPKs atípicas, en base a su 
habilidad de ser fosforiladas y, por tanto, activadas por miembros de la familia las MAP 
quinasa quinasa (MAPKK) (Coulombe & Meloche, 2007).  En el presente trabajo nos hemos 
centrado en el estudio de tres de las MAPKs que forman parte de las MAPKs convencionales, 
dentro de las cuales se han identificado cuatro ramas nombradas de acuerdo con su MAPK 
correspondiente: la ruta de ERK1/2 (Boulton et al, 1991), la de JNK1-3 (Ip & Davis, 1998), la 
de p38MAPKα-δ (Cuenda & Rousseau, 2007) y la de ERK5 (Nithianandarajah-Jones et al, 
2012). La cascada de ERK1/2 participa principalmente en proliferación y diferenciación celular 
mientras que las cascadas de JNK y p38MAPK están implicadas en respuesta a estrés celular 
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(Karin, 1998). La cascada gobernada por ERK5 responde a ambos tipos de estímulos. No 
obstante, dependiendo del tipo celular y de las condiciones de estimulación, las MAPKs 
pueden intercambiar sus funciones (Bacus et al, 2001). 
 La cascada de señalización de las MAPKs está integrada por más de 200 
componentes distintos y funciona mediante la fosforilación y activación secuencial de sus 
componentes (Cargnello & Roux, 2011) En la Fig.6 se muestra un esquema de la ruta de 
señalización de las MAPKs. En primer lugar, se encuentran las MAPKKKs que son serín-
/treonín-quinasas activadas por fosforilación a través de proteínas pequeñas de unión a GTP 
de la familia Ras/Rho o de proteínas adaptadoras. La activación de las  MAPKKKs produce a 
su vez la fosforilación de las MAPKKs en el motivo común conservado Ser-Xaa-Ala-Xaa-
Ser/Thr (Yan & Templeton, 1994). A continuación, las MAPKKs activan a las MAPKs mediante 
la fosforilación de los residuos localizados en el motivo Treonina-X-TIrosina, donde X es glicina 
en p38MAPK, glutamina en ERK y prolina en JNK (Marshall, 1994). Finalmente, las MAPKs 
actúan sobre diversas dianas tanto citoplasmáticas como nucleares entre las que se 
encuentran factores de transcripción y proteínas de la familia de las quinasas activadas por 
MAPK (MAPKAPK) (Gaestel, 2008). A modo de ejemplo, cabe destacar que ERK1/2 fosforilan 
a más de 160 sustratos (Yoon & Seger, 2006). Las MAPKAPKs, a su vez, presentan un amplio 
rango de sustratos de manera que la señal transmitida por dicha ruta es amplificada de una 
manera muy eficiente. 
La regulación de la expresión génica celular mediada por MAPKs se realiza 
principalmente a través de la fosforilación de otras quinasas y de factores de transcripción, 
pero las MAPKs también desempeñan esta función mediante el control del transporte, la 
estabilidad y la traducción de determinados ARNm (Dong et al, 2002), mediante la 
modificación de la estructura de la cromatina (Cheung et al, 2000) o mediante la modificación 
de la estabilidad de determinadas proteínas. 
La especificidad de las MAPKs se obtiene por una serie de mecanismos diferentes 
como la regulación de la magnitud y duración de la señal, la interacción de las MAPKs con 
proteínas de anclaje que las unen a sus moléculas activadoras o a sus sustratos, la interacción 
entre diferentes ramas de las MAPKs o de las MAPKs con otras rutas de señalización celular, 
la distinta localización subcelular y la presencia de numerosos componentes específicos en 
cada nivel de la cascada de señalización.  
Con el objetivo de mantener un equilibrio en la señalización por MAPKs para 
proporcionar una respuesta eficiente, es necesario un control exhaustivo de la magnitud y la 
duración de la activación de estas quinasas (Murphy & Blenis, 2006), (Marshall, 1995), lo que  
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Figura 6: Esquema de la ruta de señalización de las MAPKs Figura adaptada de Keshet y Seger, 
2010. 
 
se consigue principalmente mediante la eliminación de los residuos fosfato responsables de la 
activación de las MAPKs. Entre las proteínas encargadas de este proceso se encuentran las 
tirosín-fosfatasas, las serín-/treonín-fosfatasas o las treonín-/tirosín-fosfatasas. Estas últimas 
se denominan fosfatasas de especificidad dual (DUSPs) y proporcionan un mecanismo de 
coordinación de la ruta de las MAPKs muy importante para la célula (Caunt & Keyse, 2012), no 
sólo por la defosforilación que llevan a cabo sobre las MAPKs, sino porque también sirven de 
anclaje para éstas permitiendo su correcta localización subcelular (Mandl et al, 2005). La 
expresión dinámica de las DUSPs junto con su especificidad de sustrato y su 
compartimentalización subcelular convierten a estas fosfatasas en reguladores óptimos de la 
duración de la activación de las MAPKs, más allá de un simple mecanismo de interruptor 
celular.  
La familia de las DUSPs comparte un motivo de interacción con quinasa (KIM, del 
inglés “Kinase interacting motif”) localizado en el dominio N-terminal que consta de dos o tres 
residuos de arginina y una región catalítica situada en el extremo C-terminal. El hecho de que 
varios miembros de la familia puedan unirse a una misma MAPK hizo pensar que estas 
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fosfatasas podrían tener una función redundante lo que retrasó en parte su estudio en 
profundidad. No fue hasta la generación de ratones KO para cada fosfatasa cuando el interés 
en estas aumentó, especialmente en su implicación en la respuesta inmunológica (Salojin & 
Oravecz, 2007). En la actualidad ha sido ampliamente descrita la versatilidad funcional de las 
DUSPs ya que son capaces de unirse tanto a las formas fosforiladas como a las no 
fosforiladas de las MAPKs proporcionando un mecanismo adicional para regular la actividad 
de estas MAPKs que a su vez, desempeñan funciones que no requieren su actividad catalítica 
(Rauch et al, 2011). 
 
7) Fosfatasa de especificidad dual 1 (DUSP1). 
 
DUSP1 es el miembro más representativo de la familia de las DUSPs y, por tanto, ha 
sido extensamente estudiado. Fue descrito por primera vez en 1985 como uno de los genes 
que se expresaba en células murinas en cultivo durante la transición G0/G1 {Lau, 1985 #135}. 
Sin embargo, la observación de que los primeros ratones DUSP1 knock-out (KO) generados 
eran capaces de crecer, reproducirse con normalidad y no presentaban ningún fenotipo 
relacionado con la desregulación de la actividad de las MAPKs {Dorfman, 1996 #41}, hizo que 
no fuera hasta la última década cuando se publicaran estudios relevantes sobre la función de 
DUSP1 en diversos procesos celulares. En la actualidad, se ha descrito que DUSP1 está 
implicado en multitud de procesos tales como apoptosis (Li et al, 2011), (Takeuchi et al, 2009), 
cáncer (Bermudez et al, 2010), (Boutros et al, 2008b), transplantes (Boutros et al, 2008b), 
artritis (Vattakuzhi et al, 2012), asma (Manetsch et al, 2012), depresión (Duric et al, 2010), 
metabolismo y obesidad (Sakaue et al, 2004), (Wu et al, 2006), reparación de tejidos 
(Perdiguero et al, 2012) e inflamación (Wang & Liu, 2007). 
DUSP1 pertenece a la subfamilia de las DUSPs nucleares que está formada por las 
fosfatasas DUSP1, DUSP2, DUSP4 y DUSP5. Todas ellas se expresan a niveles basales y 
aumentan su expresión rápida y exponencialmente en respuesta al estímulo. Recientemente, 
algunos estudios proponen que la actividad de DUSP1 no está restringida exclusivamente al 
núcleo de la célula ía. El gen dusp1, representado en la Fig.7A, es un gen de respuesta 
inmediata-temprana que contiene cuatro exones y tres intrones y que codifica un ARNm de 
aproximadamente 2.4 Kb cuyos niveles aumentan entre 10 y 100 veces en un intervalo de 
tiempo que oscila entre 15 y 60 min tras la estimulación. Su promotor posee secuencias 
consenso de unión a diferentes moléculas transactivadoras como p53 (Li et al, 2003) o NFκB 
(Wang et al, 2008). Los niveles de ARNm de DUSP1 se regulan mediante la estabilidad de la 
molécula, la síntesis de novo y la elongación (Boutros et al, 2008a), (Kuwano & Gorospe, 
2008). La proteína DUSP1 tiene una vida media de entre 40 min y 2 horas y presenta una 
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serie de elementos reguladores (Fig.7B). En su extremo N-terminal se localiza el motivo 
LXXLL que actúa como secuencia de localización nuclear (Wu et al, 2005); A continuación se 
encuentra uno de los dos dominios de homología a cdc25 (CH2-A), seguido del motivo KIM 
(KBD) y del otro dominio de homología a cdc25 (CH2-B). Entre los aminoácidos 2 y 137 está 
localizado el dominio rodanasa, implicado en reacciones de transferencia de grupos sulfuro y 
que en el caso de DUSP1 carece de la cisteína crítica para realizar dicha función catalítica 
(Bordo & Bork, 2002). Cerca del extremo C-terminal se encuentra el dominio fosfatasa que 
contiene el motivo (I/V)HCXAGXXR(S/T)SG cuya cisteína 258 es crítica para la función 
catalítica, y que se activa funcionalmente tras el cambio conformacional que sufre la proteína 
al unirse a sus ligandos (Owens & Keyse, 2007). Finalmente, se encuentran las serinas 296 y 
323 responsables de la degradación proteosómica de la proteína y las serinas 359 y 364 
encargadas de la estabilización de la misma. Ambos grupos de serinas son fosforilados por la 
quinasa celular ERK como mecanismo de regulación de la ruta de las MAPKs (Lin & Yang, 
2006). Asímismo, el residuo lisina 57 en el extremo N-terminal es susceptible de ser acetilado, 
lo que produce importantes efectos en la respuesta inmune inflamatoria del hospedador (Cao 
et al, 2008), (Chi & Flavell, 2008). 
 
 
 
 
Figura 7: Esquema del gen y la proteína de DUSP1. A) Gen dusp1. B) Proteína DUSP1. Figura 
adaptada de Boutros, 2008. 
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DUSP1 se expresa de forma ubicua en el organismo y su expresión se encuentra 
fuertemente aumentada en respuesta a distintos estímulos como estrés oxidativo, hipoxia, 
factores de crecimiento, glucocorticoides, shock por calor y luz ultravioleta {Liu, 2008 #70}, 
{Shields, 2011 #80}, {Lasa, 2010 #136}, {Lee, 2005 #21}, {Franklin, 1998 #26}. Las MAPKs 
juegan un papel importante en la inducción de DUSP1. La contribución específica de cada una 
de ellas depende del tipo de estimulación y del contexto celular. Por ejemplo, la inducción de 
DUSP1 en fibroblastos murinos NIH-3T3 se produce a través de la activación de JNK 
(Bokemeyer et al, 1996). Sin embargo, en fibroblastos murinos C3H10T/2 el aumento de 
expresión de DUSP1 está mediado por ERK en respuesta a estrés por calor y estrés oxidativo 
y por p38MAPK en respuesta a luz ultravioleta (Li et al, 2001). En algunos casos es necesaria 
la acción sinérgica de las tres ramas de las MAPKs para la inducción de DUSP1, como sucede 
en la estimulación de macrófagos con LPS (Chen et al, 2002), (Sanchez-Tillo et al, 2007). Un 
estudio publicado en 2006 sobre la regulación de la respuesta inmune innata mediada por 
MAPKs demostró que DUSP1 se induce a través de la ruta de los TLR como mecanismo de 
autoregulación negativa de la ruta. El aumento de expresión de DUSP1 depende de las 
moléculas adaptadoras MyD88 o TRIF, según el tipo de estímulo que reciba la célula. En el 
caso de la señalización mediada por TLR3, implicado en el reconocimiento de señales virales, 
la inducción de DUSP1 se lleva a cabo a través de TRIF (Chi et al, 2006). DUSP1 es capaz de 
unirse a p38MAPK, JNK o ERK, en este orden de preferencia (Franklin & Kraft, 1997), 
dependiendo del estado celular {Slack, 2001 #37}, {Owens, 2007 #5}. La unión de DUSP1 a 
sus sustratos es específica y se ha demostrado que la secuencia de unión a JNK (motivo LXL) 
difiere de la secuencia de unión a ERK y p38MAPK, siendo los residuos de arginina 53-55 
esenciales en esta última (Slack et al, 2001).  
El modelo de ratón ha contribuído sustancialmente a entender la función de DUSP1 en 
la respuesta inmune del hospedador. El primer modelo de ratón knock-out (KO) para DUSP1 
fue generado y caracterizado en 1996 (Dorfman et al, 1996). En este estudio los autores 
observaron que los ratones KO no presentaban deficiencias en el desarrollo ni en la capacidad 
de reproducción ni ninguna anomalía en los órganos vitales. Posteriormente, varios grupos 
analizaron el comportamiento de estos ratones DUSP1 KO tras la estimulación con LPS y 
observaron que dichos animales sufrían un aumento en la tasa de mortalidad, presentaban 
unos niveles elevados de las citoquinas TNF-α, IL-6, IFN-γ e IL-10 y de las quimioquinas 
CCL3, CCL4 y CCLX2, un patrón claro de inflamación pulmonar con presencia de edemas e 
infiltración de células del sistema inmune, un aumento de los niveles de nitratos en sangre e 
hipotensión (Salojin et al, 2006), (Hammer et al, 2006). 
A partir de ese momento, debido al importante papel desempeñado por p38MAPK y 
JNK en la regulación de la síntesis de citoquinas (Huang et al, 2009), (Dong et al, 2002), 
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(Rincon & Pedraza-Alva, 2003) y a la preferencia de sustrato que presenta DUSP1 por estas 
dos quinasas, se realizaron numerosos estudios con el objetivo de analizar en profundidad la 
función de DUSP1 en el control de la producción de citoquinas. Utilizando macrófagos 
primarios e inmortalizados procedentes de ratones DUSP1 WT o KO se obtuvieron una serie 
de resultados claros. Se observó aumento de la expresión de DUSP1 en respuesta a LPS de 
una manera dosis-dependiente y, en ausencia de DUSP1, una activación más prolongada de 
p38MAPK y JNK y un aumento sustancial en la producción de diversas citoquinas 
proinflamatorias tras la estimulación con LPS (Zhao et al, 2005), (Chi et al, 2006). 
Posteriormente, se demostró que DUSP1 era responsable de la regulación de 608 genes 
modulados especificamente por LPS, relacionados mayoritariamente con inflamación (Hammer 
et al, 2006). Desde entonces, se han publicado numerosos trabajos que demuestran la 
implicación de DUSP1 en la respuesta inmune innata del hospedador frente a diversos 
estímulos (Liu et al, 2007), (Wang & Liu, 2007), (Wancket et al, 2011).  
Sin embargo, pocos estudios han profundizado en el papel de DUSP1 en la respuesta 
inmune adaptativa del hospedador. Se ha descrito que las células T deficientes en DUSP1 
presentan una producción de citoquinas alterada y una proliferación reducida a causa de la 
menor translocación al núcleo del factor de transcripción NFATc (Zhang et al, 2009). No 
obstante, debido a que la diferenciación de las células T está en parte influenciada por la 
respuesta inmune innata, aún no está claro si los defectos que presentan los ratones DUSP1 
KO son debidos a la desregulación de la respuesta inmune innata, de la adaptativa o de 
ambas. Recientemente, se ha demostrado que la ruta de señalización mediada por DUSP1-
p38MAPK es responsable de la integración de las diversas señales recibidas por las células 
dendríticas mediante el control de la producción de las citoquinas IL-6, IL-12 y TGF-β2 con el 
fin de determinar la diferenciación entre linfocitos Th1, Th17 o linfocitos T reguladores (Huang 
et al, 2011a). Los ensayos realizados por este grupo con ratones DUSP1 KO muestran el 
importante papel que desempeña DUSP1 en la integración de las respuestas inmunes innata y 
adaptativa del hospedador. 
 Debido a los numerosos estudios que relacionan a DUSP1 con la regulación de 
diferentes procesos biológicos en el organismo y, en concreto, con en el sistema inmune del 
hospedador, muchos autores han profundizado en el papel de DUSP1 en la infección por 
diferentes patógenos como las bacterias Gram positivas Listeria monocytogenes (Schwan et 
al, 1996), (Kugler et al, 1997) y Staphylococcus aureus (Kugler et al, 1997), las bacterias Gram 
negativas Escherichia coli (Frazier et al, 2009) y Chlamydophila pneumoniae (Rodriguez et al, 
2010) y los parásitos Leishmania donovani (Kar et al, 2010), Leishmania major (Srivastava et 
al, 2011) y helmintos (Klotz et al, 2011). En la mayoría de estos casos, DUSP1 modula la 
respuesta inflamatoria desencadenada por estos patógenos de forma que en ausencia de 
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DUSP1, se produce una inflamación exacerbada y un aumento de la susceptibilidad de los 
animales frente a las infecciones con dichos patógenos, independientemente de si se produce 
o no un aumento en la carga bacteriana o parasitaria en el organismo infectado (Hammer et al, 
2010), (Frazier et al, 2009). 
 Sin embargo, solamente existen tres trabajos sobre el papel de DUSP1 durante las 
infecciones virales. El primero de ellos se publicó en 2008 y demuestra que los ratones DUSP1 
KO eliminan el virus Influenza del organismo más lentamente que los ratones DUSP1 WT y 
presentan una menor respuesta T CD8 y CD4 antígeno-específica (Zhang et al, 2009). 
Posteriormente, se ha descrito que el coronavirus responsable de la bronquitis es capaz de 
contrarrestar la inducción de las citoquinas IL-6 e IL-8, mediada por p38MAPK, a través de la 
inducción de DUSP1 (Liao et al, 2011). Finalmente, a comienzos de 2013, se ha descrito que 
el herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi inhibe la inducción transcripcional de DUSP1 
con el objetivo de mantener la expresión de genes virales durante la latencia (dependiente de 
ERK) e inducir la producción de factores implicados en migración e invasión celular (Qin et al, 
2013). 
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III. OBJETIVOS 
 
El virus vaccinia se emplea en la actualidad como vector vacunal frente a diversas 
enfermedades prevalentes; es por ello que se necesita un conocimiento exhaustivo de la 
interacción del virus con el hospedador. 
A partir de datos previos de nuestro laboratorio obtenidos mediante análisis por microarrays 
que demuestran que la fosfatasa celular DUSP1 es uno de los genes que se inducen de forma 
específica durante la infección por el virus vaccinia y considerando el papel que desempeña 
DUSP1 en la respuesta inmune del hospedador, en el presente trabajo nos propusimos 
analizar la función de DUSP1 durante la infección por el virus vaccinia salvaje WR o los virus 
atenuados MVA y NYVAC. 
 
1. Análisis de la inducción de DUSP1 durante la infección por el virus vaccinia. 
2.   Análisis de la replicación del virus vaccinia en células murinas en cultivo. 
3.   Análisis de la patogenia y la replicación del virus vaccinia en el modelo in vivo de ratón. 
4.   Análisis de las respuestas inmunes antiviral innata y adaptativa del hospedador. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1) Materiales biológicos 
 
1.1) Células.  
1.1.1) Líneas celulares 
A continuación se detallan las líneas celulares utilizadas a lo largo de este estudio. 
BSC40: células epiteliales de riñón de mono verde africano (Cercopithecus aethips). 
BHK21: fibroblastos de riñón de hámster dorado (Mesocricetus auratus). 
DF1: fibroblastos embrionarios de pollo (Gallus gallus) inmortalizados 
espontáneamente. 
HeLa: células epiteliales procedentes de un carcinoma humano de cuello de útero. 
 
1.1.2) Medios de cultivo 
Todas las líneas celulares se cultivaron a 37ºC en un incubador con un porcentaje de 
CO2 del 5%. 
Las líneas celulares BHK21, DF1, HeLa y los fibroblastos salvajes y carentes de 
DUSP1 se cultivaron en medio esencial mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 
suplementado con un 10% de suero fetal de ternera (FCS; Sigma), penicilina (100 U/ml; 
SIGMA), estreptomicina (100 µg/ml; SIGMA), L-glutamina (2 mM; Merck), aminoácidos no 
esenciales (SIGMA) y gentamicina (Gibco). La línea celular BSC40 se cultivó en el mismo 
medio pero suplementado con un 10% de suero de ternera recién nacida (NCS; Sigma). 
Para el cultivo de los macrófagos del peritoneo o de los esplenocitos murinos se utilizó 
medio RPMI-1640 (Gibco) suplementado con 10% de FCS, penicilina, estreptomicina, L-
glutamina (Merck), HEPES pH 7,4 (10 mM; Sigma) y β-Mercaptoetanol (10 µM; Sigma).  
 
1.1.3) Obtención de fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) 
Los cultivos embrionarios de ratón se obtuvieron a partir de embriones de 14,5 días de 
gestación procedentes de nuestras colonias de ratones DUSP1 WT o KO residentes en el 
animalario del Centro Nacional de Biotecnología. Todo el procedimiento se llevó a cabo en una 
cabina de flujo laminar. Las ratonas preñadas fueron sacrificadas y se extrajo el útero 
completo. Tras varios lavados con PBS en un tubo de 50 ml, los embriones fueron extraídos 
uno a uno y se dispusieron en una placa Petri en 10 ml de PBS. Posteriormente se extrajeron 
el cerebro, el corazón y el hígado de cada embrión y se desecharon. El material restante fue 
lavado de nuevo en 10 ml de PBS e incubado con tripsina durante la noche a 4ºC para ser 
sometido al día siguiente a un nuevo proceso de tripsinización, esta vez durante 30 min a 
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37ºC. Tras varios lavados con PBS, los fibroblastos primarios obtenidos se cultivaron en 5 
placas p100 durante 24 horas (pase 1). Al día siguiente, se añadió medio fresco y se cultivaron 
los fibroblastos hasta alcanzar la subconfluencia (aprox. 3 días). A continuación sometimos a 
los fibroblastos a un pase 1:5 y los cultivamos hasta alcanzar la confluencia (pase 2). Por 
último, contamos las células y sembramos 5 placas p100 con 3,8 x 105 células/p100 (pase 3) y 
las cultivamos durante 3 días. Entre los pases 3 y 5 los fibroblastos embrionarios crecieron a 
un ritmo normal. Sin embargo, entre los pases 5 y 14 el cultivo experimentó un crecimiento 
lento debido a la muerte de gran parte de las células. Sólo aquellas que fueron capaces de 
acumular un número suficiente de mutaciones que les permitieran crecer exponencialmente 
constituyeron el cultivo madre de fibroblastos murinos inmortalizados que de esta forma 
comenzó a crecer con normalidad a partir del pase 20. 
 
1.1.4) Obtención de esplenocitos. 
Los bazos de ratones sacrificados 10 días después de la infección viral se recogieron 
en medio RPMI + 10% FCS y se mantuvieron en hielo durante todo el proceso de extracción 
celular. Primero se homogenizaron con un separador celular de 40 µM y, a continuación, las 
células obtenidas se lavaron con medio RPMI mediante centrifugación a 1500 rpm durante 5 
min. Con el objetivo de eliminar los eritrocitos contaminantes, el cultivo se sometió a un 
tratamiento con NH4Cl 0,1 M (2 ml/bazo) durante 5 min a 4ºC. Posteriormente, las células se 
lavaron de nuevo con medio RPMI 3 veces y se eliminaron los residuos de tejido graso con 
una pipeta Pasteur de vidrio. Finalmente, las celulas se resuspendieron en 5 ml de medio 
completo y se contó el número de células obtenidas mediante tinción con azul Tripan (4% en 
agua; SIGMA). Esta tinción nos determinar la viabilidad celular. Los esplenocitos obtenidos de 
fueron utilizados para realizar el analisis mediante marcaje intracelular de citoquinas (ICS). 
 
1.2) Virus.  
A continuación se describen los virus utilizados en este trabajo: 
 
WR: Virus vaccinia salvaje de la cepa Western Reserve, cedida por el Dr. Rostov 
Bablanian de la Universidad estatal de Nueva York (USA). 
MVA: Virus Modificado de Ankara, cedida por el Dr. Gerd Sutter del Instituto de 
Microbiología Médica de Munich (Alemania). 
NYVAC: Virus vaccinia atenuado procedente de la cepa Copenhagen, cedida por la 
empresa Sanofi-Pasteur (Francia). 
 
Además, se utilizaron los virus recombinantes WR-luc, MVA-luc y NYVAC-luc que 
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expresan la proteína luciferasa insertada en el locus de la timidin-kinasa (TK) y que han sido 
previamente descritos {Rodriguez, 1988 #163}, {Ramirez, 2000 #164}, {Gomez, 2007 #165}, 
respectivamente. 
 
2) Reactivos. 
2.1) Anticuerpos. 
En la tabla II aparecen detallados los anticuerpos utilizados en este trabajo junto con su 
descripción, procedencia y dilucion empleada según la tecnica utilizada. 
 
2.2) Oligonucleótidos. 
Los oligonucleótidos utilizados en los análisis por PCR para el genotipado de los 
cultivos y de los ratones DUSP1 WT y KO fueron los siguientes: 
 
 
E2                5´- GAGGATATGAAGCGTTTTCGG - 3´            Directo 
PGKT1        5´- CCAGCTCATTCCTCCACTCATG - 3´           Directo 
W3REV       5´- CCTGGCACAATCCTCCTAGAC - 3´             Inverso 
 
 
2.3) Péptidos. 
El péptido específico para el virus vaccinia utilizado en los ensayos de ELISPOT e ICS 
corresponde a la proteina temprana de VACV E3 (generado en el CNB), se utiliza a un 
concentración final de 10 µg/ml y tiene la siguiente secuencia: VGPSNSPTF. 
 
2.4) Tampones. 
 
PBS: NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2PO4 8 mM y KH2PO4 1,5 mM. 
Tampón de carga Laemmli: Tris-HCL 50 mM pH 6,8, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5%, 
glicerol 10% y azul de bromofenol 0,012%. 
Tampón de electroforesis para SDS-PAGE (Tris-glicina SDS): Tris 25 mM, glicina 
192 mM y SDS 0,1%. 
Tampón de fijación (microscopía elecrónica): Paraformaldehído al 4% + 
glutaraldehído al 2% en tampón NaH2PO4 /Na2 HPO4 0.1M pH 7.4. 
Tampón ICS: PBS + 2% FCS. 
Tampón carbonato (0,1 M pH 9,6): Na2CO3 0,1 M y NaHCO3 0,1 M. 
TBS: 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 y 150 mM NaCl. 
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Tampón de carga de ADN: Xylen-cyanol 0,25%, glicerol 30% y azul de bromofenol 0, 
25%. 
TBE: 90 mM Tris, 190 mM Glicina y 0,1% SDS. 
 
 
 
 
Tabla II: Anticuerpos utilizados en este trabajo.  WB: Western-blot, IF: Inmunofluorescencia, ICS: 
Intracellular cytokine staining. 
 
 
 
37  
 
 
 
Tabla II (continuación): Anticuerpos utilizados en este trabajo.  WB: Western-blot, IF: 
Inmunofluorescencia, ICS: Intracellular cytokine staining. 
 
 
2.5) Otros reactivos. 
 
Brefeldina A: γ,4-Dihidroxi-2-(6-hidroxi-1-heptenil) - 4 - ácido ciclopentanecrotonico λ-
lactona contenido en el kit Golgiplug (BD Biosciences). 
4´,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI): Agente intercalante de ácidos nucleicos (1:200; 
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SIGMA). 
Faloidina-TRITC: Faloidina-tetrametilrodamina B isocianato (1:500. SIGMA). 
Inhibidor de ERK: 1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis-2[aminofeniltio] butadieno 
(Calbiochem). 
Inhibidor de p38MAPK: 4-(4-Fluorofenil)-2-(4-metilsulfinilfenil)-5-(4-piridil)1H-imidazol 
(Merck). 
Mezcla de activación: Contiene Forbol 12-Miristato 13-Acetato (Mooij et al), ionomicina 
y brefeldina A. 
Violet Dye: LIVE/DEAD Fixable Violet Dead Cell Satin Kit (Invitrogen). 
 
 
3) Métodos. 
3.1) Manipulación de ADN. 
3.1.1) Purificación de ADN celular. 
 
El ADN total procedente de diferentes cultivos o de tejido de la cola de ratones fue 
aislado utilizando el kit comercial DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Una vez purificado el ADN se cuantificó utilizando un 
espectofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EEUU) y se guardó a -20º C 
hasta su uso. 
3.1.2) Amplificación por PCR (Reacción en cadena de la polimerasa). 
La reacción de PCR para amplificar el gen DUSP1 se llevó a cabo en un volumen final 
de 25 µl utilizando PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads (GealthCare) y  añadiendo 200 µM de 
cada oligonucleotido (apartado 2.2) y 100 ng de ADN molde.  Se empleó un termociclador 
Verita 96 well Therm Cycler (Applied Biosystems) y se utilizo el siguiente programa de 
amplificación: un ciclo inicial de 5 min a 95ºC seguidos de 30 ciclos de 1 min a 94ºC, 2 min a 
50ºC y 1 min a 72ºC, para terminar con una extensión final de 7 min a 72ºC.  
 
3.1.3) Electroforesis en geles de agarosa. 
La separación de ADN se realizó utilizando geles de agarosa (Pronadisa, CONDA) al 
1% en TBE. 
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Tabla II (continuación): Anticuerpos utilizados en este trabajo.  WB: Western-blot, IF: 
Inmunofluorescencia, ICS: Marcaje intracelular (del inglés “Intracellular cytokine staining”). 
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3.2) Manipulación de ARN. 
3.2.1) Purificación de ARN celular. 
El ARN total celular fue aislado utilizando el kit comercial RNeasy Mini Kit (QIAGEN), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez purificado el ARN se procedió a eliminar los 
posibles residuos contaminantes de ADN mediante el tratamiento con la enzima DNAsa I 
(Roche). Posteriormente, la cantidad de ARN obtenido se cuantificó utilizando un 
espectofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EEUU) y se guardó a -70º C 
hasta su uso. 
3.2.2) Reacción de la Transcriptasa reversa. 
La síntesis de ADNc o retro-transcripción se realizó utilizando la enzima comercial 
SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Brevemente, 1 µg de ARN se preincubó con una mezcla que contenía oligo(dT) y dNTPs 
durante 5 min a 64ºC y 1 min a 4ºC. A continuacion, se realizó la incubación con la enzima 
retrotranscriptasa (200 U/reacción) en presencia del buffer correspondiente y de DTT. Por 
último, se llevo a cabo la inactivación de la enzima a 70ºC durante 15 min. Una vez obtenido el 
ADNc, se eliminaron los posibles restos contaminantes de ARN mediante el kit comercial 
MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN). El ADNc resultante se guardó a -20ºC hasta su 
utilización. 
 
3.2.3) Cuantificación relativa de ARN mediante PCR a tiempo real. 
Para la reacción de PCR cuantitativa se utilizó el kit comercial Taqman Universal PCR 
Master Mix (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. La técnica está 
basada en la cuantificación de la fluorescencia emitida por la sonda específica del gen a 
analizar cuando ésta hibrida de forma específica con la secuencia diana. Brevemente, se 
utilizaron 20 ng de ADNc, sondas específicas para el gen DUSP1 y el buffer correspondiente 
hasta un volumen final de 25 µl. Los parámetros utilizados para la amplificación fueron los 
siguientes: 10 min a 95ºC y 40 ciclos de 15 seg a 95ºC y 1 min a 60ºC. Como control interno 
se utilizó una sonda específica para la hipoxantina fosforibosiltransferasa 1 (HPRT1). Los 
datos fueron analizados mediante el programa ABI PRISM 7000 SDS v.1.2.3. (Applied 
Biosystems). Las muestras fueron ensayadas por triplicado. Se utilizaron los valores 
correspondientes a las medias de los ciclos de corte (Ct) de HPRT1, como control de gen 
endógeno para normalizar la cuantificación, y Ct de muestras sin infectar para cada tiempo 
analizado con el fin de obtener los valores de expresión relativos de DUSP1 en cada muestra 
ensayada.  
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3.3) Manipulación de proteínas. 
 
3.3.1) Extracción de proteínas totales. 
Para la obtención de muestras de proteína se recogieron los cultivos celulares 
infectados en PBS frío sobre una superficie a 4ºC y se centrifugaron durante 5 min a 1500 rpm. 
A continuacion, los pelet resultantes se resuspendieron en reactivo comercial Cell Lysis Buffer 
10X (Cell Signaling Techonology), que contiene inhibidores de proteasas y fosfatasas, y se 
incubaron a 4ºC durante un periodo mínimo de 10 min. Finalmente, las muestras se 
centrifugaron durante 10 min a 13.000 rpm y los sobrenadantes se guardaron a -70ºC hasta su 
utilización.  
La cantidad de proteína presente en los diferentes extractos fue cuantificada utilizando 
el kit comercial BCA (Pierce Biotechnology), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 
muestras se ensayaron por duplicado. Tras la cuantificación, las muestras de proteína se 
mezclaron con el volumen adecuado de buffer de carga Laemmli. 
 
3.3.2) Análisis de las proteínas mediante SDS-PAGE e inmunodetección  
                    (Western-blot). 
Las muestras de proteína fueron analizadas mediante la técnica de electroforesis 
monodimensional en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). El porcentaje de 
acrilamida utilizado varió dependiendo del peso molecular (Mooij et al) de la proteína objeto de 
ensayo. Las proteínas fueron posteriormente transferidas a una membrana de nitrocelulosa 
mediante un sistema de transferencia semi-seco en el que se utilizaron 3 soluciones: Tampón 
A (10,3 M Tris, 20% metanol), tampón B (25 mM Tris, 20% metanol) y tampón C (25 mM Tris, 
20% metanol y 40 mM ácido 6-ε-amino-n-caproico). La transferencia de las proteínas del 
soporte gel al soporte membrana se llevó a cabo utilizando papeles Whattman-3MM 
embebidos previamente en los tampones descritos. La corriente empleada fue de 200 mA 
durante 45-55 min. Una vez finalizada la transferencia, se embebió la membrana en una 
solución de tinción con rojo Ponceau (0,2% Ponceau en 3% TCA; Sigma) para comprobar la 
eficiencia del proceso. 
Para la saturación de la membrana se utilizó leche en polvo al 5% o suero de albúmina 
bovina (BSA) también al 5% disuelta en TBS con 0,1% de Tween-20. Las membranas fueron 
incubadas a temperatura ambiente durante 1h o durante la noche a 4ºC. Tras 3 lavados con 
TBS de 15 min, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios 
correspondientes a temperatura ambiente durante 45 min. Finalmente, se realizaron 3 lavados 
de 15 min con TBS. La señal específica de las proteínas ensayadas se obtuvo tras la 
incubación de la membrana con la solución de revelado ECL (Amersham) y la exposición de 
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películas X-OMAT (KODAK). 
                    
3.3.3) Inmunofluorescencia. 
Los análisis de inmunofluorescencia se llevaron a cabo utilizando MEFs sembrados 
sobre cubreobjetos en placas de 12 pocillos e infectados a una multiplicidad de infección (MDI) 
5 UFP/célula con los virus WR, MVA y NYVAC. Tras un lavado con PBS, las células se fijaron 
con una solución de paraformaldehído al 4% a distintos tiempos post-infección. A continuacion, 
las muestras fueron tratadas con NH4Cl 50 mM durante 10 min y se permeabilizaron con 0,2% 
saponina en PBS. La incubación con los anticuerpos primarios específicos frente a las 
proteínas virales A27, A14 y A17 se realizó durante 90 min a 37ºC. Los anticuerpos primarios 
unidos a sus proteínas específicas se detectaron con los anticuerpos secundarios 
correspondientes conjugados a los fluoróforos Alexa-488 o Alexa-594. Después de cada 
incubación, los cristales se lavaron 3 veces con PBS. La actina se detectó utilizando una 
sonda conjugada a TRITC que reconoce la faloidina (Sigma). Los núcleos se detectaron 
mediante el uso de 4´,6-diamino-2-phenylindole (DAPI; Sigma). Finalmente, los cubreobjetos 
se montaron sobre portaobjetos en presencia de la solución de montaje Prolong (Invitrogen). 
Las imágenes fueron tomadas con un microscopio confocal TCS SP5 (Leica). 
 
3.4) Manipulación de virus. 
3.4.1) Crecimiento, purificación y titulación de virus. 
La obtención de diferentes preparaciones virales se ha realizado siguiendo los 
protocolos generales descritos en Current procolos in molecular biology (actualizacion de Earl 
y Moss, 1991) y los protocolos de purificación por colchones de sacarosa establecidos por 
Joklik (Joklik, 1962) y modificados por M.Esteban (Esteban, 1984). 
Se infectaron células BSC40 para crecer los virus WR y NYVAC y células BHK21 para 
crecer el virus MVA a una multiplicidad de infección de 0,01 UFP/célula. Aproximadamente a 
los 3 días, cuando se observó un efecto citopático del 100% en el cultivo celular, se recogieron 
las células y se sometieron a una centrifugación de 20 min a 1500 rpm. Después de un lavado 
con PBS y una nueva centrifugación, el precipitado se resuspendió en 10 ml de Tris-HCl 10 
mM pH 9. A continuación, se realizaron 2 ciclos de sonicación (3 pulsos de 10 seg con 
intervalos de 10 seg sin sonicacion) y centrigugación durante 5 min a 2.000 rpm. Los 
sobrenadantes resultantes se mezclaron en una muestra única, se dispusieron sobre un 
volumen de 20 ml de sacarosa al 36% (MVA o NYVAC), y se centrifugaron durante 1 h a 
20.000 rpm utilizando un rotor SW28 (Beckman). El precipitado resultante se resuspendió en 
Tris-HCl 10 mM pH 9, se dispuso sobre un nuevo colchon o gradiente de sacarosa y se 
centrifugó de nuevo como en el paso anterior. Finalmente, el precipitado se resuspendió en un 
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volumen aproximado de 1 ml de Tris-HCl por cada 10 placas p150 infectadas. El virus 
resultante se guardó en alícuotas a -70º C hasta su utilización. En el caso de WR los 
sobrenadantes se dispusieron sobre un gradiente de sacarosa (45-20%), se centrifugaron a 
4ºC durante 20 min a 15.000 rpm y se recogió la banda resultante. A continuación se añadió 
Tris-HCl 10 mM pH 9 y se volvió a centrifugar durante 45 min a 20.000 rpm. El precipitado se 
resuspendió en Tris-HCl y las alícuotas se guardaron a -70ºC.   
La titulación de los virus purificados se realizó sobre monocapas de DF1 mediante la 
infección con diluciones seriadas del virus en medio DMEM sin suero. Entre las 36 y 48 horas 
post-infección (hpi) las células fueron fijadas in situ con una solución Metanol-Acetona (1:1) 
durante 2 min a temperatura ambiente. Una vez fijadas, se lavaron con PBS y se incubaron 
con un anticuerpo policlonal de conejo, diluído 1:1.500 en PBS suplementado con 3% de FCS, 
que reconoce proteínas estructurales de VACV durante 90 min a temperatura ambiente. 
Posteriormente, las células fueron lavadas 3 veces con PBS y se incubaron con un anticuerpo 
secundario anti-conejo generado en cabra conjugado con peroxidasa, diluído 1:1.000 en PBS 
+ 3% FCS, durante 90 min a temperatura ambiente. Finalmente, las celulas se lavaron 3 veces 
con PBS y los focos de celulas infectadas fueron detectados con una solución que contenia 
3,3´-diaminobenzidina tetrahydrocloride (DAB, 0,83 mg/ml, Sigma) en PBS con NiSO4 (0,01%) 
y H2O2 (0,001%). La reacción se detuvo mediante un lavado final con PBS al aparecer la señal 
correspondiente. El título viral se expresó en unidades formadoras de placa/ml (UFP/ml). 
 
3.4.2) Análisis de la replicación viral. Curvas de crecimiento. 
Con el fin de analizar los perfiles de crecimiento viral, se infectaron monocapas de 
MEFs crecidas en placas de 12 pocillos a una MDI de 0.01 UFP/célula con los virus WR, MVA 
o NYVAC. A diferentes tiempos post-infeccion (0, 24, 48, 72h) las muestras fueron recogidas 
según lo descrito previamente {Najera, 2006 #109} y tituladas como se describe en el apartado 
3.4.1. 
Para el ensayo de los inhibidores de las MAPKs se utilizaron los inhibidores UO126 
(Cell Signalling) para el bloqueo de ERK y SB203580 (Calbiochem) para el bloqueo de 
p38MAPK, que fueron añadidos a los cultivos celulares a una concentración de 10 y 5 µM y 1h 
o 30 min antes de la infección, respectivamente. 
 
3.4.3) Estudio del efecto citopático producido por MVA. 
Con el objetivo de analizar el efecto citopático producido por MVA, se infectaron células 
crecidas en placas de 6 pocillos a una MDI de 0,01 UFP/cél. y se visualizó dicho efecto 
mediente un microscopio de contraste de fase. 
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3.4.4) Microscopía electrónica.  
El procesamiento de las muestras para microscopia electrónica fue realizada  en 
colaboración con la Dra. María Teresa Rejas del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa 
(CBM-SO).  
Monocapas confluentes de MEFs fueron infectadas con MVA a una MDI de 5 
UFP/célula. A las 16 hpi se fijaron in situ durante 2 horas con 4% paraformaldehido + 2% 
glutaraldehido en tampón Na/Na2 0,1M. Posteriormente las muestras de lavaron 3 veces 
durante 10 min en tampón Na pH 7.4 y, a continuación, se recogieron con una raspador celular 
en 1,5 ml del mismo tampón de lavado. Todo el proceso se llevó a cabo a temperatura 
ambiente. Las muestras se guardaron a 4ºC hasta su tratamiento posterior. Las muestras 
fijadas se procesaron mediante inclusión convencional en epoxi-resinas EM-812 (Taab 
Laboratories, Adermaston, Berkshire, UK). La post-fijación se realizó con una mezcla de 
tetróxido de osmio al 1% y ferricianuro de potasio al 0,8% en agua destilada durante 1 hora a 
4ºC. Después de 4 lavados con tampón HEPES, las muestras se tiñeron con acetato de uranilo 
al 2% y se deshidrataron progresivamente con distintas concentraciones de acetona (50, 70, 
90 y 100%), durante 100 min a 4ºC. A continuación, se infiltraron en resina durante un día a 
temperatura ambiente y finalmente se polimerizaron a 60ºC durante 3 días. Seguidamente, se 
cortaron secciones ultrafinas de aproximadamente 70 nm de grosor, todas ellas paralelas a la 
superficifie del cubreobjetos de thermanox, y se dispusieron en rejillas de cobre de 0,5 µm. 
Finalmente, se analizaron con un microscopio electrónico de transmisión modelo Jeol JEM 
1011. 
Para la cuantificación de intermediarios virales mediante análisis por microscopía 
electrónica, se analizaron un total de 30 células infectadas por cada tipo celular (DUSP1 WT o 
KO). Los resultados se representan como el porcentaje relativo de cada intermediario viral 
respecto al total de viriones analizados. Aproximadamente, se analizaron 1400 viriones por 
tipo celular. 
 
3.5) Manipulación de animales. 
Los protocolos de experimentación animal llevados a cabo en este estudio han sido 
aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal (CEEA-CNB) del Centro Nacional 
de Biotecnologia (CNB-CSIC, Madrid, España) de acuerdo con las instrucciones nacionales e 
internacionales sobre protección de animales utilizados en experimentación y con otros fines 
científicos y de acuerdo con el bienestar animal en lo que respecta a su uso, transporte y 
sacrificio. Asimismo, los protocolos cumplen con la normativa vigente reflejada en el Real 
Decreto (RD 1201/2005). Número de permisos: 10-018 and 10-023. 
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3.5.1) Protocolos de inmunización. 
En todos los experimentos realizados se emplearon ratones de edades comprendidas 
entre las 6-10 semanas. En la tabla II, se detallan las diferentes rutas de inoculación, 
volúmenes de inóculo, los virus y las dosis empleadas en las distintas rutas y para que tipo de 
ensayo han sido utilizadas dichas rutas. 
 
3.5.2) Colonia de ratones DUSP1: Características y genotipado. 
Los ratones DUSP1 KO se generaron sobre un fondo C57BL/6 y han sido previamente 
descritos (Dorfman et al, 1996). 
Brevemente, el exón 2 del gen DUSP1 fue interrumpido por el gen neo, permitiendo la 
selección de los cultivos con la droga G418 a una concentración de 400 µg/ml e impidiendo la 
correcta expresión del gen DUSP1. 
Para el genotipado de las colonias de ratones DUSP1 WT y DUSP1 KO en fondo 
C57BL/6 se utilizaron los oligonucleótidos descritos en la sección 2.2. Los oligonucleótidos E2 
y PGKT1 corresponden a los oligonucleótidos directos utilizados para la PCR de genotipado. 
E2 hibrida al comienzo de la secuencia del exón 2 y PGKT1 en la secuencia insertada del gen 
neo. El oligonucleótido inverso es W3REV y es común para amplificar ambos fragmentos. 
 
3.5.3) Obtención de muestras de los animales inmunizados. 
Los animales inmunizados fueron sacrificados en una cámara de CO2 y posteriormente 
rociados con etanol para evitar posibles contaminaciones durante el proceso de extracción de 
órganos. En el caso de inmunizaciones por ruta intranasal, se extrajeron los pulmones de 
dichos animales y en el caso de inmunización por ruta intraperitoneal se recogieron: lavados 
peritoneales, bazo, hígado, nódulos linfáticos y ovarios/testículos. Todas las muestras se 
guardaron a -80º C hasta su uso. 
Una vez extraídos los distintos órganos se seleccionaron partes representativas de 
cada uno de ellos en el caso de los órganos de mayor tamaño u órganos completos en el caso 
de los de menor tamaño (nódulos y ovarios).  
Para el estudio de la producción de citoquinas proinflamatorias se analizaron sueros y 
lavados bronco-alveolares. Los sueros se obtuvieron mediante el sangrado parcial de vena 
submaxilar de los ratones inmunizados a diferentes tiempos post-inoculación. Posteriormente, 
la sangre extraida fue incubada durante 1 hora a 37ºC seguida de otra incubación durante la 
noche a 4ºC. Finalmente, el suero se obtuvo tras una centrifugación durante 20 min a 2.000 
rpm. Los lavados bronco-alveolares fueron realizados tras el sacrificio de los animales 
inyectando 1 ml de PBS estéril a través de la tráquea.  
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Tabla III: Rutas de inoculación y características de las mismas en los distintos ensayos 
realizados en este trabajo. ICS: Marcaje intracelular (del inglés “Intracellular cytokine staining”), BAL: 
Lavado broncoalveolar (del inglés “bronchoalveolar lavage”). 
    
 
3.5.4) Evaluación de la patogenia viral. 
Para el ensayo de patogenia viral se inoculó a los ratones por vía intranasal empleando 
dos dosis distintas (5 x 105 y 5 x 106 UFP/ratón), una por encima y otra por debajo de la dosis 
letal para la cepa competente en replicación WR. La patogenia viral se evaluó analizando 
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distintos síntomas de enfermedad como el pelo erizado, el encorvamiento, la falta de 
movimiento y la pérdida de peso de los animales infectados. Cuando la pérdida de peso fue 
superior al 20-25% y/o se producía un empeoramiento claro de la enfermedad basado en la 
evaluación de los síntomas, los animales fueron sacrificados por motivos éticos. 
 
3.5.5) Análisis de la replicación viral. Determinación de los niveles de luciferasa. 
Las muestras de tejido extraídas de los animales infectados se disgregaron con un 
homogeneizador mecánico en medio DMEM sin suero y se sometieron a 3 ciclos de 
congelación/descongelación y sonicación. A continuación, se centrifugaron las muestras y se 
tituló el sobrenadante en células DF1 como se detalla en el apartado 3.4.1. Los valores 
obtenidos se representaron como UFP/mg tejido. La cantidad de proteína en cada tejido se 
midió utilizando el kit comercial BCA (Pierce Biotechnology). 
Alternativamente, se evaluó la expresión génica de los virus recombinantes WR-luc, 
MVA-luc o NYVAC-luc, mediante el ensayo de luciferasa como medida indirecta de la 
replicación viral. En este caso, las muestras se homogeneizaron en tampón de extracción de 
luciferasa (Promega) y se midió la actividad luciferasa en presencia de luciferina y ATP 
mediante el uso de un luminómetro Lumat LB 9501 (Berthold Technologies) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Los valores obtenidos se mostraron como Unidades relativas de 
luciferasa (URL) por mg de proteína (URL/mg). 
 
3.5.6) Evaluacion de la secreción de citoquinas por células T. 
Para determinar la secreción de citoquinas por parte de las células T del bazo de los 
ratones DUSP1 WT y KO infectados con distintos virus  se utilizó el método de marcaje 
intracelular de citoquinas (ICS), seguido de un análisis de las poblaciones celulares mediante 
citometría de flujo (FACS). 4 x 106 esplenocitos fueron resuspendidos en RPMI + 10% FCS y 
sembradas en una placa de 96 pocillos en presencia de 1 µg/ml de Golgiplug (BD Biosciences) 
para inhibir la secreción de citoquinas. Las celulas fueron estimuladas durante 6 h a 37ºC y 5% 
de CO2 con el peptido de VACV E3 a una concentración final de 10 µg/ml. Al cabo de las 6 
horas de estimulación, se lavaron, se incubaron con marcadores de superficie que 
determinaron el linaje celular (CD3, CD4 o CD8), se fijaron y permeabilizaron utilizando el kit  
BD Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson) y se incubaron de nuevo con los anticuerpos que 
reconocían las diferente citoquinas acoplados a los diferentes fluorocromos. Los anticuerpos 
frente a las diferentes citoquinas con los fluorocromos correspondiente utilizados para analizar 
la respuesta inmune adaptativa fueron los siguientes: CD3-FITC o -PerCP, CD4-Alexa 700 o –
APCCy7, CD8-PerCP o –V500, IL-2-PE or –APC, IFN-γ-APC o –PE-Cy7 y TNF-α-PECY-7 o -
PE. Todos los anticuerpos proceden de BD Biosciences. Las células muertas se excluyeron 
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mediante el kit violet LIVE/DEAD stain (Invitrogen).  
Las muestras sometidas al ensayo por ICS se analizaron utilizando un el citómetro de 
flujo LSRII (Becton Dickinson). El número de eventos procesados varió entre 105 y 106. En 
primer lugar, se seleccionó el grupo de células vivas en el cutltivo analizado. En segundo 
lugar, los linfocitos fueron seleccionados por  tamaño y complejidad. A continuación, se 
seleccionaron aquellos que pertenecían al grupo CD3+ y sobre este grupo se seleccionaron 
las celulas CD4+ y CD8+ para los que finalmente se determinó la secreción de IFN-γ, TNF-α e 
IL-2. 
Una vez procesadas las muestras en el citómetro de flujo, se analizaron mediante el 
programa informático FlowJo, versión 8.5.3 (Tree Star, Ashland, OR) y se elaboraron los 
gráficos correspondientes con el programa SPICE (Simplified Presentation of Incredibly 
Complex Evaluations, versión 4.1.5, Mario Roederer, Vaccine Research Center, NIAID, NIH). 
 
 
3.5.7) Evaluación de los niveles de citoquinas mediante ELISA y LUMINEX. 
Los distintos niveles de las citoquinas proinflamatorias se analizaron mediante la 
técnica de LUMINEX.  Alternativamente, los niveles de IFN-α e IFN-β se midieron utilizando un 
kit comercial de ELISA (PBL Biomedical Laboratories, Picataway, NJ).  
 
3.6) Análisis estadístico. 
La significancia estadística entre distintos grupos o muestras sujetas a comparación fue 
analizada mediante un test t de Student. Solamente aquellos valores con un valor p por debajo 
de 0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. Para todos los ensayos: * p < 
0,05, ** p < 0,005 *** p < 0,001. 
En el caso de los valores obtenidos en el análisis de células T secretoras de citoquinas, 
el test utilizado para evaluar la significancia estadística de las diferencias encontradas entre 
grupos corrige las medidas respecto de las obtenidas con el medio de cultivo (RPMI) y calcula 
intervalos de confianza y valores p de las muestras problema. Sólo los valores 
significativamente mayores que sus correspondientes valor es control con RPMI se 
representan en las figuras, considerando que éstos controles nunca excedían un 0,05% de la 
respuesta total. 
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V. RESULTADOS 
 
1) Análisis del comportamiento in vitro del virus vaccinia en presencia o ausencia de 
DUSP1. 
 
1.1) La infección por el virus vaccinia induce la expresión de DUSP1 en células en 
cultivo. 
 
Previamente a este estudio se habían realizado en nuestro laboratorio ensayos de 
microarrays con el objetivo de conocer el efecto de la infección por el virus vaccinia en la 
expresión de genes celulares. Para ello, se infectaron células HeLa con WR (Guerra et al, 
2003), (Domingo-Gil et al, 2010), MVA (Guerra et al, 2004) o NYVAC (Guerra et al, 2006) y se 
analizó la expresión de ARN mensajero (ARNm) a distintos tiempos post-infección. Los genes 
analizados se agruparon en aquellos cuya expresión estaba aumentada respecto a una célula 
sin infectar y los genes cuya expresión se veía disminuida. La expresión de la mayor parte de 
los genes se veía reducida durante la infección. Entre los genes cuya expresión aumentaba 
durante la infección decidimos analizar la función de la fosfatasa celular de especificidad dual 
(DUSP1) durante la infección por el virus vaccinia (VACV).   
 
1.1.1)  La infección por VACV induce la expresión de DUSP1 a nivel de ARNm y a nivel 
de proteína. 
 
En primer lugar, nos propusimos analizar la cinética de transcripción del ARN 
mensajero (ARNm) de DUSP1 durante la infección por VACV con el objetivo de validar los 
datos obtenidos previamente en el laboratorio y por otros autores mediante microarrays 
(Domingo-Gil et al, 2010), (Ludwig et al, 2005), (Langland et al, 2006). Para ello, infectamos 
células HeLa con los virus WR, MVA o NYVAC a una MDI de 5 UFP/cél. y recogimos muestras 
de los cultivos infectados a distintos tiempos post-infección (2, 6 y 16 hpi). Una vez aislado el 
ARN, las muestras se analizaron mediante la técnica de RT-PCR cuantitativa (RT-PCRq), 
utilizando como control de gen invariable el gen HPRT1. Como se observa en la Tabla IV, se 
produjo un aumento de los niveles de ARNm de DUSP1 a los tres tiempos post-infección 
analizados durante la infección con los tres virus, aunque este aumento fue más pronunciado a 
las 6 hpi, especialmente durante la infección con NYVAC. 
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Tabla IV: Niveles de transcripción de ARN mensajero de DUSP1 durante la infección con VACV. 
Células HeLa fueron infectadas a una multiplicidad de infección de 5 UFP/cel con los virus WR, MVA o 
NYVAC. A los distintos tiempos post-infección indicados, las células se recogieron, se extrajo el ARN y se 
determinaron los niveles de transcripción de DUSP1 mediante RT-PCRq.  
 
 
A continuación, quisimos analizar los niveles de expresión de la proteína DUSP1. Para 
ello, infectamos células HeLa con los virus WR, MVA o NYVAC a 5 UFP/cél y, a distintos 
tiempos post-infección, las muestras fueron recogidas y analizadas por Western-blot. Como se 
observa en la Fig.8, en células no sometidas al estímulo viral los niveles de expresión de 
DUSP1 se encuentran por debajo del nivel de detección de la técnica de Western-blot. Sin 
embargo, la expresión de DUSP1 aumenta de forma específica en respuesta a la infección con 
los tres virus a las 4 hpi y este aumento se mantiene durante el intervalo de tiempo analizado. 
Los niveles de expresión más altos los encontramos durante la infección con el virus atenuado 
NYVAC. 
 
Con el objetivo de determinar si durante la infección por VACV no sólo aumentan los 
niveles de ARNm y de proteína de DUSP1 sino también se produce una estabilización de la 
proteína, decidimos analizar el estado de fosforilación de DUSP1 durante la infección por 
VACV. Para ello, empleamos un anticuerpo que reconoce específicamente los residuos 
fosforilados serina 359 y serina 364, responsables de la estabilización de la proteína y, por 
tanto, de la prolongación de la vida media de la misma. Como se puede ver en la Fig.8, 
detectamos fosforilación de DUSP1 durante la infección con los tres virus y ésta coincide con 
el tiempo en el que detectamos un aumento de la expresión de DUSP1 a las 4 hpi que se 
prolonga hasta las 8 hpi. Estos resultados demuestran que la infección por VACV ejerce un 
papel en la transcripción, traducción y modificación post-traduccional de DUSP1.  
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Figura 8: Niveles de expresión de la proteína DUSP1 durante la infección con VACV. Células HeLa 
fueron infectadas a una multiplicidad de infección de 5 UFP/cél con los virus WR, MVA o NYVAC. A los 
distintos tiempos post-infección indicados, las células se recogieron, se obtuvieron los extractos proteicos y 
se analizaron cantidades equivalentes de proteína mediante Western-blot utilizando anticuerpos específicos 
frente a DUSP1, P-DUSP1 o tubulina. Mock: células control no infectadas. 
 
 
1.1.2) La síntesis de proteínas virales tempranas es necesaria para la inducción de 
DUSP1. 
 
A continuación, quisimos analizar en detalle cómo se produce esta inducción de DUSP1 en 
respuesta a la infección por VACV y para ello analizamos el papel de determinadas proteínas 
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virales en este proceso. Para ello, tratamos células HeLa con Arabinofuranosil Citidina (Ara-C) 
para inhibir la síntesis de ADN y a continuación infectamos con el virus WR a una MDI de 5 
UFP/cél. Como se observa en la Fig.9, en las células tratadas con Ara-C se produce la síntesis 
de la proteína temprana E3 pero no de la tardia A17. Si analizamos la expresión de DUSP1 en 
estos cultivos, podemos observar que en presencia de Ara-C la inducción muestra una cinética 
similar a la de un cultivo control infectado sin tratar, lo que demuestra que la expresion de 
proteinas virales tardias no es necesaria para la inducción de DUSP1.  
Para determinar si la expresion de proteinas virales tempranas o simplemente la 
entrada el virus en la celula es la responsable de dicha induccion, decidimos infectar las 
celulas con un virus inactivado por calor que es capaz de penetrar en el citoplasma de la celula 
infectada pero no de realizar la transcripcion temprana. Como se observa en la Fig.9, no 
detectamos inducción de DUSP1 cuando se infectaron las celulas con el virus inactivado, lo 
que demuestra que la expresión de proteínas virales tempranas es necesaria para el aumento 
de expresion de DUSP1 durante la infección por VACV. 
 
 
1.1.3)  La infección por VACV induce la fosforilación de DUSP1 a través de la quinasa 
celular ERK. 
 
A continuación, decidimos determinar la quinasa responsable de la fosforilación de las 
serinas 359 y 364 de la proteína DUSP1, responsables del aumento de su vida media, durante 
la infección por VACV. Se sabe que la quinasa responsable de dichos residuos en respuesta a 
otros estímulos es ERK (Chen et al, 2002), por lo que quisimos determinar si durante el 
transcurso de la infección por VACV la fosforilación de DUSP1 observada (Fig.8) era 
producida por la acción de ERK o por una quinasa viral. Para ello, utilizamos un inhibidor 
específico de la actividad de ERK, UO126. En presencia del inhibidor, no pudimos detectar la 
fosforilación de ERK a tiempos tempranos de la infección, al contrario de los que observamos 
en las células control infectadas sin tratar (Fig.10). Debido a que estudios previos en los que 
se demuestra que la inhibición exógena de ERK durante la infección por VACV causa una 
disminución en la eficiencia de replicación del virus (Andrade et al, 2004), decidimos retirar el 
inhibidor del cultivo previamente a la infección con WR. A causa de ésto, la activación de ERK 
comienza alrededor de las 2 hpi. Como se observa en la Fig.10, no detectamos fosforilación de 
DUSP1 tras el tratamiento con el inhibidor de ERK, lo que indica que la fosforilación de DUSP1 
inducida durante la infección por WR requiere la actividad de la quinasa celular ERK. 
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Figura 9: Efecto de la síntesis de proteínas virales en el aumento de expresión de DUSP1 durante 
la infección por VACV. Células HeLa fueron no tratadas o tratadas con Ara-C (40 µg/ml) y a 
continuación fueron infectadas con el virus WR a 5 UFP/cel, inactivado o no por calor (1horas/ 65ºC). A 
los distintos tiempos post-infección indicados, se recogieron muestras y se analizaron cantidades 
equivalentes de proteína mediante Western-blot utilizando anticuerpos específicos frente a las proteínas 
celulares DUSP1 y tubulina y las proteínas virales E3 y A17. 
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Figura 10: Implicación de la quinasa celular ERK en la fosforilación de DUSP1 inducida tras la 
infección con WR. Células HeLa no tratadas o tratadas con el inhibidor especifico de ERK UO126 a una 
concentración de 10µM durante 30 min fueron infectadas con WR a 5 UFP/cél. A los tiempos post-
infección indicados las muestras se recogieron y se analizaron cantidades equivalentes de los extractos 
proteicos extraídos mediante Western-blot utilizando anticuerpos frente a las proteínas celulares DUSP1, 
P-DUSP1, ERK, P-ERK. 
 
1.2) Análisis del crecimiento viral de VACV en presencia o ausencia de DUSP1 en 
células murinas en cultivo. 
 
1.2.1)  El crecimiento viral de los virus WR y MVA es mayor en ausencia de DUSP1.  
 
Se ha descrito que DUSP1 desempeña un papel importante en la regulación negativa 
de la actividad de las MAPKs en respuesta a diversos patógenos como bacterias y parásitos 
{Frazier, 2009 #3}. Sin embargo, la información disponible acerca de la función de DUSP1 en 
las infecciones virales es escasa. Por lo tanto, con el objetivo de analizar el papel de DUSP1 
en la replicación de VACV, infectamos MEFs DUSP1 WT y KO con los virus WR, MVA o 
NYVAC a 0,01 UFP/cél y analizamos el crecimiento de los virus a distintos tiempos post-
infección. 
Como se muestra en la Fig.11, observamos un aumento significativo en la replicación 
de WR en los MEFs DUSP1 KO respecto a la observada en los MEFs WT. Las diferencias más 
llamativas en el rendimiento viral las encontramos en el caso de MVA. En presencia de DUSP1 
no encontramos evidencias de replicación de MVA, mientras que en ausencia de DUSP1 MVA 
es capaz de obtener un rendimiento viral similar al observado en una línea permisiva. La 
diferencia en la replicación de MVA entre ambas líneas celulares es de 2 logs a las 24 hpi y va 
incrementando a lo largo del tiempo hasta llegar aproximadamente a los 3 logs de diferencia a 
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las 72 hpi. Por ultimo, no pudimos detectar evidencias de replicación viral en la infección con 
NYVAC ni en MEFs WT ni KO, lo que es consistente con estudios previos que demuestran que 
NYVAC es incapaz de replicar en líneas celulares murinas (Tartaglia et al, 1992). 
 
1.2.2)  El virus atenuado MVA es capaz de liberar su progenie al medio extracelular en 
ausencia de DUSP1 en células murinas en cultivo. 
 
Para conocer en más detalle la implicación de DUSP1 en la replicación de MVA, 
realizamos un nuevo ensayo de rendimiento viral en el que evaluamos el virus asociado a 
célula y el virus en el sobrenadante de manera independiente. Para ello, infectamos MEFs 
DUSP1 WT y KO con MVA a una MDI de 0,01 UFP/cél y recogimos muestras a distintos 
tiempos post-infección. Como se observa en la Fig.12, existen diferencias significativas de 2 
logs en replicación entre los MEFs WT y KO infectados tanto en la producción de virus 
asociado a célula como en la de virus en el sobrenadante. Cabe destacar que no fuimos 
capaces de detectar la presencia de progenie viral en el sobrenadante de los MEFs WT 
infectados con MVA. 
 
 
1.2.3) La infección por MVA en ausencia de DUSP1 induce efecto citopático en células 
murinas en cultivo.  
 
El efecto citopático (Adler et al) es el conjunto de cambios morfológicos que sufre una 
célula o un conjunto de ellas cuando se ve sometida a un estrés de tipo patogénico. Con el 
objetivo de observar los focos de infección inducidos en los MEFs infectados con el virus 
atenuado MVA en presencia o ausencia de DUSP1, realizamos un seguimiento a lo largo del 
tiempo de las lesiones producidas en los cultivos celulares infectados mediante microscopía de 
contraste de fase. 
 
En la Fig.13A se muestra un ejemplo representativo del EC inducido por el virus MVA 
en MEFs DUSP1 WT y KO. El EC observado en el cultivo de células KO infectadas fue 
aumentando progresivamente desde las 24 hpi a medida que avanzó la infección de manera 
que encontramos un mayor número de lesiones y un mayor tamaño de las mismas con el 
tiempo. Sin embargo, en las células WT infectadas sólo observamos lesiones asociadas al EC 
producido por el virus a las 72 hpi, siendo por tanto el EC claramente menor al observado en 
las células KO. 
Con el objetivo de confirmar que las lesiones observadas se correspondían 
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efectivamente con focos de células infectadas, realizamos un ensayo de inmunotinción en 
cultivos de MEFs DUSP1 WT y KO infectados con MVA con anticuerpos específicos para 
proteínas de VACV. Como puede observarse en la FIg.13B, únicamente pudimos detectar 
focos de células infectadas en las muestras de MEFs KO infectados, observándose un 
aumento progresivo en el número de dichos focos hasta las 72 hpi.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Replicación de VACV en presencia o ausencia de DUSP1. MEFs DUSP1 WT y KO se 
infectaron con los virus WR, MVA o NYVAC a una MDI de 0,01 UFP/cél. A los tiempos post-infección 
indicados se recogieron las muestras y se cuantificó la presencia de virus total mediante un ensayo de 
inmunotinción en células DF-1.  
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Figura 12: Replicación de MVA en presencia o ausencia de DUSP1. MEFs DUSP1 WT y KO se 
infectaron con el virus MVA a 0,01 UFP/cél. A los tiempos post-infección indicados se recogieron las 
muestras y se cuantificó la presencia de virus asociado a célula o en el sobrenadante mediante un 
ensayo de inmunotinción en células DF-1. 
 
Este conjunto de resultados demuestran que DUSP1 desempeña una función 
importante en la replicación de VACV, especialmente en la del virus atenuado MVA. 
 
 
1.3) Estudio de la morfogénesis viral en presencia o ausencia de DUSP1. 
 
1.3.1) DUSP1 no está implicada en eventos tempranos del proceso de morfogénesis de 
MVA. Análisis de la expresión de las proteínas A14 y A17 mediante microscopía confocal. 
 
Una vez establecido que MVA es capaz de completar su ciclo viral en células murinas 
en ausencia de DUSP1 y teniendo en cuenta que MVA presenta un bloqueo en el proceso de 
morfogénesis en líneas celulares no permisivas para la infección (Sancho et al) quisimos 
determinar en cuál de los eventos que constituyen el proceso de morfogénesis está implicado 
DUSP1. Para ello, analizamos estadíos tempranos, intermedios y tardíos de dicho proceso 
morfogenético.  
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Figura 13: Efecto citopático producido por MVA e inmunotinción de focos de infección en 
presencia o en ausencia de DUSP1. MEFs DUSP1 WT y KO se infectaron con el virus MVA a una MDI 
de 0,01 UFP/cél. A los tiempos post-infección indicados se detectaron los focos de infección producidos 
por la infección con MVA en los cultivos infectados mediante microscopía de contraste de fase (A) y 
mediante un ensayo de inmunotinción utilizando un anticuerpo policlonal que reconoce proteínas de 
VACV (B). 
 
 
 
En primer lugar, infectamos MEFs DUSP1 WT y KO con los virus WR, MVA o NYVAC a 
5 UFP/cél y analizamos, mediante microscopía confocal, la expresión de las proteínas virales 
de membrana A14 (p16) y A17 (p17), importantes para la formación de crestas en los estadíos 
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tempranos de la morfogénesis de VACV. En la Fig.14A, se puede observar que no existen 
diferencias en los patrones de expresión y localización de estas proteínas virales en las células 
DUSP1 WT y KO para ninguno de los virus ensayados. 
En los paneles en blanco y negro de la Fig.14B, se muestran por separado los marcajes 
de ADN y de las proteínas virales A14 o A17 en los MEFs DUSP1 WT y KO infectados con 
MVA pudiendo observarse con mayor claridad que A14 y A17 presentan un marcaje punteado 
específico que se localiza o bien en la región perinuclear, donde se encuentran las proteínas 
recién sintetizadas, o bien en el citoplasma cerca de las factorías virales. 
 
Debido a que no observamos diferencias en el patrón de expresión de A14 y A17 entre 
las células DUSP1 WT y KO infectadas con ninguno de los tres virus, podemos concluir que 
DUSP1 no está implicado en los estadíos tempranos de la morfogénesis de VACV. 
 
1.3.2) DUSP1 no está implicada en el procesamiento proteolítico viral. Análisis de la 
expresión de las proteínas L4, A10 y A17 mediante Western-blot. 
 
Posteriormente a la formación de las crestas y de los viriones inmaduros tiene lugar el 
procesamiento proteolítico de proteínas virales localizados en la membrana o el core viral. 
Entre estas proteínas se encuentran L4 (p25K), implicada en la unión a ADN y ARN de cadena 
sencilla y en el correcto ensamblaje del core viral, A10 (p4a), necesaria para la correcta 
organización y empaquetamiento de la matriz viroplasmática (constituye el 28% del core) y A17 
(p17) que junto con A14, desempeña un papel importante en la formación de crestas y en el 
anclaje de la proteína viral de membrana A27 (p14).              
Con el objetivo de analizar dicho procesamiento proteolítico, infectamos MEFs DUSP1 
WT y KO con WR, MVA o NYVAC a 5 UFP/cél y determinamos mediante Western-blot la 
presencia de las correspondientes formas procesadas de las proteínas L4, A10 y A17 a 
distintos tiempos post-infección: 25K, 4a y A17ΔC (Fig.15). Como se observa en el panel 
derecho, no pudimos detectar la presencia de ninguna de estas proteínas ni en las células WT 
ni en las KO infectadas con NYVAC, de acuerdo con estudios previos en los que se demuestra 
que NYVAC no es capaz de producir algunas proteínas virales tardías en líneas no permisivas 
{Najera, 2006 #120}. Sin embargo, en el caso de las infecciones con los virus WR y MVA, 
pudimos detectar la presencia de las formas maduras procesadas correspondientes a las tres 
proteinas virales analizadas tanto en el caso de las células DUSP1 WT como en las células 
KO. 
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Figura 14: Análisis de la expresión de las proteínas A14 y A17 por microscopía confocal en 
cultivos DUSP1 WT y KO infectados con MVA. MEFs DUSP1 WT y KO se infectaron con el virus MVA 
a 5 UFP/cél. A las 5 h y 30 min post-infección las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas 
con anticuerpos monoclonales específicos para las proteínas virales A14 y A17 (verde), con una sonda 
específica para faloidina (Moncho-Amor et al) que reconoce a la actina y con DAPI para detectar el ADN. 
Como control negativo se utilizaron células sin infectar (mock). Los paneles en blanco y negro muestran 
los marcajes por separado del ADN (núcleo y factorías virales) y las proteínas virales A14 y A17 en 
MEFs DUSP1 WT y KO infectados con MVA.  
 
Figura 15: Análisis de la expresión de las proteínas L4, A10 y A17 en cultivos DUSP1 WT y KO 
durante la infección con VACV. MEFs DUSP1 WT y KO se infectaron con los virus WR, MVA o NYVAC 
a 5 UFP/cél. A distintos tiempos post-infección las muestras se recogieron y se analizaron cantidades 
equivalentes de los extractos proteicos correpondientes mediante Western-blot utilizando anticuerpos 
monoclonales que reconocen las proteínas virales L4, A10 y A17 y sus formas maduras 
correspondientes. Se utilizó la proteína celular tubulina como control de carga.  
 
 
Estos resultados indican que DUSP1 no está implicado en el procesamiento proteolítico 
de proteínas virales durante la maduración de los viriones inmaduros. 
 
1.3.3) DUSP1 está implicada en eventos previos a la formación del virión maduro. 
Análisis de la expresión de la proteína A27 mediante microscopía confocal. 
 
Uno de los eventos finales en el proceso de morfogénesis de VACV es la incorporación 
de la proteína viral tardía de membrana A27 (p14) a la envuelta del virus. Para analizar si este 
evento resultaba afectado por la ausencia de DUSP1, infectamos MEFs DUSP1 WT y KO con 
MVA a una MDI de 5 UFP/cél y analizamos mediante microscopía confocal el patrón de 
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expresión de A27 a las 16 hpi. Como se muestra en la Fig.16, en los MEFs WT infectados con 
MVA se observa un patrón de expresión de A27 claramente difuso en el citoplasma de la célula 
infectada, indicando que MVA es capaz de expresar A27 pero que ésta no se incorpora en la 
envuelta de los viriones. Sin embargo, en los MEFs KO infectados con MVA la proteína A27 
presenta un patrón difuso en la región yuxtanuclear que se corresponde con la proteína recién 
sintetizada y un marcaje punteado que corresponde a los viriones intracelulares maduros 
(VMs). En los paneles inferiores de la Fig.16, se muestran ampliaciones en las que se aprecian 
de forma más clara los dos tipos de marcaje descritos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Análisis de la expresión de la proteína A27 por microscopía confocal en MEFs DUSP1 
WT y KO infectados con MVA. MEFs DUSP1 WT y KO se infectaron con el virus MVA a una MDI de 5 
UFP/cél. A las 16 hpi las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con un anticuerpo 
monoclonal que reconoce la proteína viral A27 (verde), con una sonda específica para faloidina (Moncho-
Amor et al) que reconoce a la actina y con DAPI para detectar el ADN. Los paneles inferiores 
representan ampliaciones (5X) de las regiones punteadas en las imágenes superiores. 
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Asimismo, observamos patrones de expresión de A27 similares a los de las células KO 
infectadas con MVA cuando inhibimos la expresión de DUSP1 en MEFs WT mediante el uso 
de ARNs interferentes específicos para DUSP1 de origen murino y luego infectamos las células 
interferidas con MVA (datos no mostrados). 
 
Por último, quisimos analizar otro evento característico de una replicación productiva de 
VACV: la formación de colas de actina en las células DUSP1 WT y KO infectadas con MVA. 
Como se puede observar en la Fig.17, únicamente pudimos detectar virus maduros saliendo 
de la célula infectada mediante colas de actina en el caso de los MEFs DUSP1 KO infectados 
lo que indica que MVA es capaz de producir VEs en ausencia de DUSP1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: Formación de colas de actina en MEFs DUSP1 KO infectados con MVA. MEFs DUSP1 
WT y KO se infectaron con el virus MVA a 5 UFP/cél. A las 16 hpi las células fueron fijadas, 
permeabilizadas e incubadas con un anticuerpo monoclonal que reconoce a la proteína viral A27 (verde), 
con una sonda específica para faloidina (Moncho-Amor et al) que reconoce a la actina.  
 
 
Todos los resultados mostrados hasta el momento sugieren que DUSP1 está implicado 
en eventos que tienen lugar antes de la formación de los viriones maduros. 
 
 
1.3.4) DUSP1 está implicada en la transición VIN-VM. Análisis del proceso de 
morfogénesis viral en presencia y ausencia de DUSP1 mediante microscopía electrónica. 
 
Para profundizar en el estudio de la morfogénesis de MVA en ausencia de DUSP1 
realizamos un ensayo de microscopía electrónica con células DUSP1 WT y KO infectadas con 
MVA durante 16 horas y analizamos la presencia de los distintos intermediarios virales.  
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En MEFs WT infectadas con MVA (Fig.18A-G) se observa la presencia de distintos 
intermediarios virales y formas asociadas a la infección como focos de viroplasma (V) 
rodeados por crestas en formación (Fig.18A), acúmulos de ADN viral (Fig.18B y C), viriones 
inmaduros (VI) (Fig.18A y C) y viriones inmaduros con nucleoide (VIN) (Fig.18C). Sin embargo, 
no detectamos la presencia de formas maduras del virus como era esperable debido al 
bloqueo morfogenético de MVA en la mayoría de las células de mamífero. En lugar de VMs 
encontramos diversos intermediarios virales de transición y formas aberrantes como las que se 
muestras en las Figs.18D-G: Partículas electrodensas envueltas por una membrana (Fig.18D), 
viriones con una formación de nucleoide incorrecta (Fig.18E), formas virales con múltiples 
envueltas (Fig.18F) y viriones maduros aberrantes con una condensación del core incorrecta 
(Fig.18G). 
 
 
Figura 18: Análisis de los distintos intermediarios virales de MVA en presencia de DUSP1 
mediante microscopía electrónica. Imágenes de microscopía electrónica de MEFs DUSP1 WT (A-G) 
infectados con MVA a una MDI de 5 UFP/cél. A las 16 hpi las células fueron fijadas y procesados 
mediante inclusión convencional en epoxi resinas como se describe en Materiales y Métodos. A) Vista 
general representativa de una célula WT infectada con MVA donde se observan C (crestas), V y VIs. B-
C) Acumulaciones de DNA (flechas) frecuentemente delimitadas por membranas y diferentes formas 
virales como crestas (C), virus inmaduros (VI) y virus inmaduros con nucleoide (VIN). *Genoma viral 
entrando en un VI. D-E) Formas virales de transición entre VIN y VM (punta de flecha) que pueden 
encontrarse ocasionalmente rodeadas por una o varias membranas. F) Virión inmaduro con formación 
incorrecta de nucleoide. G) Partícula similar a un virus maduro con core no condensado. La barra 
localizada en la esquina inferior izquierda indica la magnificación de cada imagen (200 nM).  
 
 
Por el contrario, en el caso de los MEFs KO infectados con MVA, fuimos capaces de 
detectar todos los intermediarios virales característicos del proceso de morfogénesis de VACV 
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(Figs.19A-I). Se observan focos de viroplasma rodeados de crestas (Figs.19A y C), ADN viral 
localizado entre membranas del retículo endoplasmático rugoso (Fig.18B), VIs (Figs.18H y J) y 
VINs (Fig.19C). En los paneles de las FIgs.19D-I se muestran los intermediarios virales 
correspondientes a las formas maduras del virus y que se encuentran frecuentemente en 
células permisivas para la infección con MVA: Virus maduros (VM), a veces agregados o 
incluso envueltos en membranas (Figs.19D-F), virus maduros en el proceso de adquisición de 
una segunda membrana cerca del aparato de Golgi (Fig.19G), virus maduro con envuelta 
(VME) (Fig.19H) y virus extracelulares (VE) (Fig.19I). 
 
 
 
Figura 19: Análisis de los distintos intermediarios virales de MVA en ausencia de DUSP1 
mediante microscopía electrónica. Imágenes de microscopía electrónica de MEFs DUSP1 KO (A-I) 
infectados con MVA a una MDI de 5 UFP/cél. A las 16 hpi las células fueron fijadas y procesados 
mediante inclusión convencional en epoxi resinas como se describe en Materiales y Métodos. A-C) 
Imágenes representativas de células KO infectadas con MVA dónde se aprecian acumulaciones de ADN 
(flechas), virus inmaduros (VIs) y virus inmaduros con nucleoide (VIN). D-F) Imágenes de virus maduros 
(VMs) que ocasionalmente se encuentran rodeados de membranas. G) Virus maduro adquiriendo una 
segunda membrana para convertise de virus maduro con envuelta (VME). H) Virus maduro con envuelta 
(VME). I) Virus extracelular.   
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Por último, con el objetivo de caracterizar la producción de progenie viral en MEFs 
DUSP1 WT y KO infectadas con MVA, cuantificamos los intermediarios virales mediante el 
contaje de secciones de 30 células infectadas por tipo celular. En la Tabla V se muestra una 
tabla comparativa que resume los datos obtenidos. En los MEFs WT, las formas virales más 
abundantes son los VIs y los VINs con unos porcentajes del 80% y 16%, respectivamente. Los 
valores de las diferentes formas virales de los MEFs KO infectados son visiblemente distintos 
con un 59% de VIs, un 14% de VINs y hasta un 20% de VMs; un porcentaje equivalente al que 
podemos encontrar en una línea permisiva para la infección de VACV {Gallego-Gomez, 2003 
#112}. Además, fuimos capaces de detectar la presencia de VMEs (4%) y VEs (2%), éste 
último principalmente unido a la membrana extracelular de la célula infectada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla V: Tabla comparativa de los intermediarios virales detectados en una infección por MVA en 
presencia y ausencia de DUSP1. MEFs DUSP1 WT y KO se infectaron con MVA a una MDI de 5 
UFP/cél. A las 16 hpi las células fueron fijadas y se procesadas mediante inclusión convencional en 
epoxi resinas como se describe en Materiales y Métodos y se cuantificaron los diferentes intermediarios 
virales encontrados en 30 células por cada tipo celular.  
 
 
El conjunto de estas observaciones indican que MVA es capaz de completar de una 
forma eficiente su proceso de morfogénesis en ausencia de DUSP1 y sugieren que DUSP1 
desempeña un papel importante en la transición VIN-VM. 
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1.4) Estudio de la activación de las MAPKs durante la infección por VACV en presencia 
o ausencia de DUSP1. 
 
1.4.1) VACV induce un incremento en la activación de las MAPKs en ausencia de 
DUSP1. 
 
La unión de DUSP1 a sus ligandos p38MAPK, JNK y ERK es específica y dependiente 
del tipo celular analizado y de las condiciones de estimulación a las que se ve sometido el 
cultivo, las preferencias de unión entre estos ligandos varían. Por ello, quisimos determinar en 
qué medida DUSP1 afecta a la activación de unas quinasas u otras durante la infección por 
VACV.  
 
Para comparar dicha activación, monocapas de MEFs WT y KO fueron infectadas con 
los virus WR, MVA o NYVAC a una MDI de 5 UFP/cél y se recogieron muestras del cultivo 
celular desde 15 min hasta 8 hpi para analizar, mediante Western-blot, la activación de las 
diferentes MAPKs (medida como la fosforilación de estas proteínas). Como se observa en la 
Fig.20, los tres virus inducen la fosforilación de ERK desde los 15 min después de la infección 
tanto en las células WT como en la KO. Sin embargo, los niveles de fosforilación de ERK son 
menores en las células WT en comparación con los observados en las células KO, donde se 
observa una activación prolongada con un pico entre las 2 y las 4 hpi. Asimismo, podemos 
observar que VACV induce preferentemente la fosforilación de ERK-2.  
 
En el caso de JNK, encontramos un patrón de activación similar, aunque no pudimos 
detectar fosforilación de esta quinasa a tiempos tempranos durante la infección. En ausencia 
de DUSP1, los MEFs infectados con WR, MVA o NYVAC presentan una elevada fosforilación 
de JNK a partir de las 2 hpi que se mantiene durante el período de tiempo analizado. Por otro 
lado, en los MEFs WT, JNK experimenta una ligera activación durante la infección con MVA y 
NYVAC resultando casi indetectable en la infección con WR.  
 
A la vista de estos resultados, podemos afirmar que en respuesta a la infección con 
VACV, DUSP1 participa en la regulación de los niveles de fosforilación de las diferentes 
quinasas, pero no en el comienzo ni en la duración de la activación.  
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Figura 20: Análisis de la Activacion de las MAPKs durante la infeccion de VACV en presencia y 
ausencia de DUSP1. MEFs DUSP1 WT y KO se infectaron con WR, MVA o NYVAC a una MDI de 5 
UFP/cél. Se recogieron muestras a los tiempos post-infeccion indicados y se analizaron 50 µg de 
proteína mediante Western-blot utilizando anticuerpos especificos frente a P-ERK, ERK, P-JNK, JNK o 
tubulina. 
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1.4.2)  La activación de las MAPKs contribuye a la infección productiva de MVA en 
ausencia de DUSP1.      
 
Los resultados mostrados en el apartado anterior indican que DUSP1 regula los niveles 
de activación de las MAPKs en respuesta a la infección por VACV y, por lo tanto, quisimos 
determinar si este fenómeno tenía relación con la capacidad de MVA para completar su ciclo 
viral en ausencia de DUSP1.  
 
Para analizar de forma específica la contribución de cada MAPK en la replicación de 
MVA en células murinas en cultivo, utilizamos los inhibidores UO126 y SB203580 que 
bloquean la actividad de ERK y p38MAPK, respectivamente. Descartamos el uso del 
inhibidorde JNK SP600125 porque se ha descrito recientemente que produce efectos 
negativos en la replicación de VACV independientemente de su función en el bloqueo de JNK 
y, por tanto, no era válido para nuestro ensayo (Pereira et al, 2012). 
 
Se infectaron MEFs DUSP1 WT y KO con MVA y, posteriormente, se trataron con los 
inhibidores a distintos tiempos post-infección para analizar el efecto de dichos inhibidores 
sobre la replicación de MVA en presencia y ausencia de DUSP1. Dicho análisis se llevó a cabo 
a las 24 horas post-infección, a pesar de que las mayores diferencias en cuanto a replicación 
viral entre las células WT y KO infectadas con MVA fueron detectadas a las 72 hpi (Fig.11) 
para poder valorar mejor el efecto de los inhibidores puesto que éstos se degradan con el 
tiempo.  
 
Como se puede observar en la Fig.21, se produce un descenso de entre 2 y 5 veces en 
la replicación de MVA en los MEFs DUSP1 KO tratadas con el inhibidor de ERK o con el 
inhibidor de p38MAPK en comparación con las células no tratadas y dicho fenómeno ocurría 
independientemente del momento en el que se añadieran los inhibidores a las células 
infectadas. Por otro lado, el efecto de los distintos inhibidores no es sumatorio ya que la 
replicación de MVA no experimenta un descenso más acusado en las células infectadas y 
tratadas con una mezcla de estos inhibidores que el observado en las células tratadas con 
cada uno de los inhibidores por separado. Por último, si comparamos las células KO infectadas 
con MVA y tratadas con los inhibidores con las células WT infectadas y no tratadas, podemos 
observar que los niveles de replicación de MVA no son equiparables. Este dato sugiere que la 
quinasa JNK, no inhibida en este ensayo, puede ser también parcialmente responsable de la 
replicación de MVA en las células KO. 
72  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Efecto de los inhibidores de las MAPKs en la replicación de MVA en presencia o 
ausencia de DUSP1. MEFs DUSP1 WT y KO se infectaron con el virus MVA a 0,01 UFP/cél. A 
continuación, éstas fueron no tratadas o tratadas con el inhibidor de ERK UO126 (10 µM / 30 min) o con 
el inhibidor de p38MAPK SB203580 (5 µM / 1 h) a los tiempos post-infección. A las 24 hpi se recogieron 
muestras y se cuantificó la presencia de virus total mediante un ensayo de inmunotinción en células DF-
1. Los valores son representativos de dos experimentos independientes. 
 
Con estos resultados podemos concluir que la activación de las MAPKs durante la 
infección viral contribuye a la replicación de MVA en células murinas carentes de DUSP1. 
 
 
2) Análisis de la patogenia y la respuesta inmune inducida por el VACV en presencia o 
ausencia de DUSP1 en el modelo de ratón.  
 
2.1) Los ratones DUSP1 KO son más susceptibles a la infección por WR que los 
ratones WT. Análisis de la patogenia y del rendimiento viral mediante ruta intranasal. 
 
Estudios previos han demostrado que DUSP1 está implicada en la eliminación del 
patógeno por parte del hospedador (Frazier et al, 2009). Recientemente se ha descrito el papel 
de DUSP1 durante la patogenia causada por diversas bacterias y parásitos (Rodriguez et al, 
2010), (Kar et al, 2010 
). No obstante, poco se sabe acerca de su papel en el contexto de una infección viral.  
Con estos antecedentes y con el objetivo de conocer la función de DUSP1 durante la  
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infección por VACV in vivo, inoculamos ratones DUSP1 WT y DUSP1 KO por ruta 
intranasal con 5 dosis por encima o por debajo de la dosis letal 50 (LD50) para WR, 106 
UFP/ratón. Durante el período analizado, monitorizamos diariamente el índice de mortalidad 
en la población y diferentes síntomas de enfermedad como la pérdida de peso, la falta de 
movilidad, el encorvamiento y el grado de acicalamiento (pelo erizado). Los síntomas de 
enfermedad se evaluaron en una escala de 0 a 3 siendo 0 el valor mínimo de enfermedad y 3 
el valor máximo. 
  
Como se puede observar en la Fig.22A, los ratones DUSP1 KO sufrieron una mayor 
pérdida de peso en comparación con los ratones DUSP1 WT durante el tiempo de infección 
analizado y para cada una de las dosis ensayadas. En concreto, la pérdida de peso alcanzó el 
25% en el caso de los animales inoculados con la dosis más alta y un 21% en el caso de los 
que recibieron la dosis más baja. Esta susceptibilidad de los ratones DUSP1 KO frente a la 
infección por WR se vió también reflejada en los síntomas de enfermedad analizados durante 
el experimento (Fig.22B). Estos ratones fueron reduciendo su movilidad y su nivel de 
acicalamiento progresivamente, hecho que fue más notable a día 3 post-infección, donde se 
alcanzó un valor de 2,65 en la escala arbitraria 0-3 mencionada previamente. Sin embargo, los 
ratones DUSP1 WT sólo alcanzaron un valor de 1,2 en dicha escala, lo que representa un 
diagnóstico de enfermedad leve. 
 
Si nos centramos en los grupos infectados con las dosis más altas de virus, podemos 
obeservar que los ratones DUSP1 KO sufren las primeras bajas a día 4 post-infección, cuando 
mueren 3 de los 5 ratones infectados. La mortalidad en este grupo alcanzó el 100% a día 6 
post-infección. En el caso de los ratones DUSP1 WT no murió ningún animal hasta el día 6 
post-infección y finalmente sobrevivio un 20% de la población infectada (Fig.22C). 
 
Con el objetivo de analizar si esta susceptibilidad de los ratones DUSP1 KO frente a la 
infeccion por WR se debía a una mayor replicación viral en estos animales, decidimos inocular 
por ruta intranasal a ratones DUSP1 WT y KO con la dosis superior utilizada en el ensayo de 
patogenia (Fig.22) y analizar la replicación de WR-luc en los pulmones de los animales a días 
2 y 5 post-infección. Como se muestra en la FIg.23, aunque los valores no son 
estadísticamente significativos, tres experimentos independientes mostraron títulos virales más 
altos, expresados como la actividad luciferasa presente en los pulmones de los ratones 
DUSP1 KO en comparación con los ratones DUSP1 WT a ambos días post-infección.  
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Figura 22: Evaluación de la patogenia del virus WR en ratones DUSP1 WT y KO. Ratones DUSP1 
WT y KO (n = 5) fueron inoculados por ruta intranasal con 5 x 105 ó 5 x 106 UFP/ratón de WR. A) La 
pérdida de peso fue evaluada diariamente de forma individual y se representa en la gráfica como la 
media del aumento de pérdida de peso en cada grupo de ratones respecto al peso inicial al comienzo del 
experimento. B) Los síntomas de enfermedad (movilidad reducida, erizamiento del pelo y encorvamiento) 
se evaluaron diarimente de forma individual utilizando un sistema de unidades arbitrarias con una escala 
de 0 a 3 (sano-enfermo). C) Mortalidad de los ratones representada como la tasa de supervivencia de 
cada grupo de ratones respecto al comienzo del experimento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23: Rendimiento viral en pulmones de ratones DUSP1 WT y KO infectados con WR. 
Ratones DUSP1 WT y KO (n = 4) se inocularon por ruta intranasal con una dosis de 5 x 106 UFP/ratón 
de WR-luc. Posteriormente, se evaluó la actividad del gen de la luciferasa (Unidades/ mg tejido) en los 
pulmones de los ratones infectados mediante el ensayo de luciferasa previamente descrito en Materiales 
y Métodos a los 2 y 5 dias post-infección. Se muestra un ejemplo representativo de tres ensayos 
realizados. 
 
En conjunto, estos resultados indican que la ausencia de DUSP1 produce una mayor 
susceptibilidad de los ratones a la infección por el virus replicativo WR y que esta 
susceptibilidad es probablemente causada por una mayor replicación de WR en los pulmones 
de los ratones DUSP1 KO infectados en comparación con los ratones DUSP1 WT. 
 
 
2.2) MVA y NYVAC no llevan a cabo infecciones productivas ni en presencia ni en 
ausencia de DUSP1 en el modelo murino. 
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 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos in vitro con el virus 
atenuado MVA, junto con el hecho de que los virus atenuados MVA y NYVAC difieren en el 
número y tipo de genes inmunomoduladores presentes en su genoma, quisimos analizar la 
replicación in vivo de estos virus. Con este objetivo infectamos ratones DUSP1 WT y KO con 
dichos virus mediante distintas rutas de inoculación. 
 
2.2.1) Ruta intranasal e intraperitoneal. 
 
La infección por vía intranasal con MVA o NYVAC no causó ningún síntoma de 
enfermedad ni en los ratones DUSP1 WT ni en los ratones DUSP1 KO. Tampoco pudimos 
detectar evidencias de expresión viral, evaluada mediante de el ensayo de luciferasa, en los 
pulmones de los animales infectados (datos no mostrados).  
Posteriormente, realizamos un estudio similar inoculando ratones por una ruta  
sistémica como es la ruta intraperitoneal. Para ello infectamos ratones DUSP1 WT y KO con 
una dosis de 2 x 107 UFP/ratón y recogimos a las 4 y 16 hpi muestras de aquellos órganos 
presentes en la cavidad peritoneal más susceptibles de ser infectados durante una inoculación 
intraperitoneal, según se ha decrito previamente (Gomez et al, 2007a): bazo, nódulos 
linfáticos, testículos y lavados peritoneales. Como puede observarse en las Figs.24 y 25, 
ambos virus mostraron cinéticas similares y los mayores niveles de expresión de luciferasa 
detectados a las 4 hpi están de acuerdo con lo que se había descrito en estudios previos del 
laboratorio (Gomez et al, 2007a), excepto en el caso de los testículos donde la expresión se 
mantiene o es ligeramente más elevada a las 16 hpi. En resumen, no pudimos observar 
ninguna diferencia entre los ratones DUSP1 WT y DUSP1 KO infectados con MVA o NYVAC, 
lo que sugiere que DUSP1 no ejerce ningún papel durante la replicación in vivo por la ruta 
intraperitoneal de estos dos virus atenuados en los tiempos analizados. 
 
2.2.2) Ruta de escarificación en la base de la cola. 
 
Con el objetivo de analizar la infección de MVA por otra ruta cuyas dianas celulares 
fueran más similares a los fibroblastos murinos que utilizamos en los ensayos de infección in 
vitro, decidimos escarificar ratones DUSP1 WT y KO con 107 UFP/ratón de MVA y analizamos 
el grado de lesión a los 8 y 11 días post-inoculación. Como se muestra en la Fig.26, a 8 días 
post-infección observamos lesiones en las colas de los ratones KO infectados que se 
mantuvieron hasta pasado el día 11 post-infección, mientras que estas lesiones no se 
manifestaron en los ratones WT infectados. Las lesiones de los ratones KO se caracterizaron 
por un engrosamiento del tejido conectivo objeto de la escarificación que conllevó la aparición 
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progresiva de un abultamiento en forma de costra, mientras que la cola de los ratones WT sólo 
presentaba señales del raspado asociadas a la técnica de la escarificación para eliminar el 
vello de la zona previa a la infección con el virus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24: Determinación de los niveles de luciferasa en distintos tejidos de ratones DUSP1 WT y 
KO inoculados con MVA-luc. Ratones DUSP1 WT y KO (n = 4) se inocularon por ruta intraperitoneal 
con una dosis de 2 x 107 UFP/ratón de MVA-luc. Posteriormente, se recogieron muestras de bazo, 
nódulos linfáticos, testículos y lavados peritoneales a las 4 y 16 hpi y se procedió a la evaluación de la 
actividad luciferasa (Unidades/mg tejido), presente en los mismos, mediante el ensayo de luciferasa 
previamente descrito en Materiales y Metodos. Se muestra un ejemplo representativo de dos ensayos 
realizados. 
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Figura 25: Determinación de los niveles de luciferasa en distintos tejidos de ratones DUSP1 WT y 
KO inoculados con NYVAC-luc. Ratones DUSP1 WT y KO (n = 4) se inocularon por ruta intraperitoneal 
con una dosis de 2 x 107 UFP/ratón de NYVAC-luc. Posteriormente, se recogieron muestras de bazo, 
nódulos linfáticos, testículos y lavados peritoneales a las 4 y 16 hpi y se procedió a la evaluación de la 
actividad del gen la luciferasa (Unidades/mg tejido) en los mismos. Se muestra un ejemplo representativo 
de dos ensayos realizados. 
 
 
Para conocer la causa de estas lesiones, decidimos extraer muestras del tejido de la 
cola sometido a escarificación con MVA y determinar la presencia de virus en las muestras. No 
detectamos evidencias de replicación viral en ninguna de las muestras analizadas (datos no 
mostrados), lo que sugiere que las lesiones observadas en los ratones DUSP1 KO tras la 
escarificación con el virus MVA no son consecuencia de la replicación del virus, sino que 
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podrían ser debidas a procesos inflamatorios desencadenados durante la infección con MVA  
en ausencia de DUSP1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26: Lesiones en la cola de ratones DUSP1 WT y KO inoculados con MVA. Ratones DUSP1 
WT y KO (n = 4) se inocularon mediante escarificación en la cola con una dosis de 107 UFP/ratón y la 
aparicion de lesiones se monitorizo diariamente. En la figura se muestran imágenes representativas de 
colas de ratones WT y KO infectados con MVA a los 8 y 11 días post-infección. Se realizaron tres 
experimentos independientes. 
 
 
2.3) DUSP1 está implicado en la regulación de las respuestas inmunes innata y 
adaptativa frente a VACV. 
  
En la literatura reciente se describe ampliamente la función esencial de DUSP1 como 
regulador de la respuesta immune inflamatoria frente a distintos estímulos (Chi et al, 2006)Se 
ha descrito que una respuesta immune exacerbada, causada por la hiperfosforilación de las 
MAPKs en ausencia de DUSP1, puede incluso producir la muerte del hospedador (Salojin et 
al, 2006). Sin embargo, no existe mucha información disponible acerca del papel que DUSP1 
desempeña en la respuesta immune del hospedador durante una infección viral. Debido a 
ésto, decidimos analizar el papel de DUSP1 en la respuesta inmune generada in vivo tras la 
infección por VACV mediante diversas rutas utilizando ratones DUSP1 WT y KO. 
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2.3.1) Ruta intranasal. 
 
En primer lugar, analizamos la producción de citoquinas a tiempos tempranos después 
de la inoculación como medida de la respuesta immune innata desencadenada durante la 
infección por VACV. Para ello, inoculamos a ratones DUSP1 WT y KO con 105 UFP/ratón de 
WR o 107 UFP/ratón de MVA o NYVAC y determinamos los niveles de IL-6, TNF-α, IL-1β e IL-
10 en los sueros de los ratones infectados a las 3 y las 24 hpi. Seleccionamos estas citoquinas 
porque son aquellas que se inducen con mayor frecuencia en ausencia de DUSP1 en 
respuesta a otros estímulos (Chi et al, 2006). Alternativamente, determinamos los niveles de 
dichas citoquinas en lavados broncoalveolares de ratones DUSP1 WT y KO infectados con las 
mismas dosis de los tres virus a las 3 y las 24 hpi. No fuimos capaces de detectar la 
producción de IL-6, TNF-α, IL-1β ni IL-10 en los sueros o los lavados broncoalveolares de los 
ratones infectados a ninguno de los tiempos post-infección analizados. 
A continuación, y debido a que la respuesta inmune adaptativa llevada a cabo por las 
células T es importante en la defensa del hospedador frente a una infección con VACV, 
quisimos analizar si DUSP1 desempeña algún papel en dicha respuesta. Para ello inoculamos 
ratones DUSP1 WT y KO con 105 UFP/ratón de WR o 107 UFP/ratón de MVA o NYVAC y 
determinamos el porcentaje de las células T CD8 específicas para el péptido E3. 
La inmunizacion por vía intranasal mostró diferencias en la magnitud (Fig.27A) de la 
respuesta T CD8+ específica para E3 obtenida y determinada como la suma de los porcentajes 
de células T CD8+ secretoras de IFN-γ y/o IL-2 y/o TNF-α, que es significativamente mayor en 
los ratones DUSP1 KO infectados con los tres virus y cuantitativamente mayor en el caso de la 
infección con WR. La respuesta de las células T CD8+ específicas para el péptido E3 es 
polifuncional (Fig.27B) y está representada mayoritariamente por células T CD8+ triples 
positvas, dobles positivas para TNF-α e IFN-γ y positivas para IFN-γ.  
 
 
2.3.2) Ruta intraperitoneal. 
 
Quisimos analizar también la producción de citoquinas a tiempos tempranos después 
de la inoculación intraperitoneal para evaluar la respuesta immune innata desencadenada 
durante la infección por VACV por una ruta sistémica. Para ello, inoculamos ratones DUSP1 
WT y KO por vía intraperitoneal con 107 UFP/ratón de WR ó 2 x 107 UFP/ratón de MVA o 
NYVAC y analizamos la producción de IL-6, TNF-α, IL-1β e IL-10 a las 3 y 24 h.p.i.  
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Figura 27: Respuesta de células T CD8 VACV-específicas en ratones DUSP1 WT y KO inoculados 
por ruta intranasal con VACV. Ratones DUSP1 WT y KO (n = 3) se inocularon por vía intranasal con 
una dosis de 105 UFP/ratón de WR o una dosis de 5 x 107 UFP/ratón de MVA o NYVAC. La respuesta T 
CD8 E3-específica fue analizada a los 10 dias post-inoculación tras la estimulación de los esplenocitos 
procedentes de animales infectados con el péptido viral E3. A) Magnitud de la respuesta T CD8 
específica para E3. Los valores representan la suma de los porcentajes de células T CD8 positivas que 
secretan IL-2 y/o TNF-α y/o IFN-γ. Los valores obtenidos en las muestras sin estimular fueron sustraídos 
en todos los casos. B) Perfil funcional de las respuestas T CD8 específicas para E3. Todas las posibles 
combinaciones de las respuestas se muestran en el eje x y los porcentajes relativos de las distintas 
poblaciones celulares dentro de la respuesta total T CD8 se muestran en el eje y. Las distintas 
respuestas aparecen agrupadas según un código de colores en base al número de funciones. 
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Como puede observarse en la Fig.28, en el caso de la inoculación con WR se produce 
una inducción muy reducida de citoquinas tanto en los ratones WT como en los KO. Sin 
embargo, la inoculación con MVA o NYVAC desencadenó la expresión de IL-6, TNF-α e IL-10, 
siendo esta inducción mayor en el caso de los ratones KO. Asímismo, podemos observar 
diferencias tanto en los niveles de expresión de las citoquinas como en los tiempos de 
expresión de las mismas entre los ratones KO infectados con MVA o NYVAC, de manera que 
detectamos los mayores niveles de expresión de las citoquinas analizados tras la infección por 
NYVAC a las 3 hpi y tras la infección por MVA a las 24 hpi. Este hecho era esperable ya que 
estos dos virus atenuados difieren en el número y el tipo de genes inmunomoduladores 
presentes en sus genomas (Najera et al, 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28: Producción de citoquinas a tiempos tempranos en ratones DUSP1 WT y KO infectados 
por VACV. Ratones DUSP1 WT y KO (n = 3) se inocularon por via intraperitoneal con una dosis de 107 
UFP/ratón de WR o 2 x 107 UFP/raton de MVA o NYVAC. A las 3 y 24 hpi se extrajo sangre de los 
ratones infectados y se analizo la producción de IL-6, TNF-α, IL-1β e IL-10 en sueros de ratones 
mediante la tecnología de LUMINEX. En la gráfica se muestra un ejemplo representativo de tres 
experimentos independientes realizados. 
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En este caso también quisimos analizar la respuesta inmune adaptativa generada tras 
la infección por VACV por la vía intraperitoneal y para ello inoculamos ratones DUSP1 WT y 
KO con las mismas dosis utilizadas para analizar la producción de citoquinas y analizamos a 
10 días post-infección la respuesta de células T específicas para VACV determinando el patrón 
de producción de IFN-γ, IL-2 y TNF-α de esplenocitos estimulados con el péptido 
inmunodominante de VACV, E3. 
Como se muestra en la Fig.29A, la magnitud de la respuesta T CD8+ específica para E3 
obtenida es significativamente mayor en los ratones DUSP1 KO infectados con los tres virus y 
cuantitativamente mayor en las inoculaciones con WR o NYVAC. En este caso, la magnitud 
observada en la inoculación con NYVAC es superior a la de MVA, en contraposición con la 
magnitud que detectábamos durante en la inoculación por vía intranasal. Además, la respuesta 
inmune antígeno-específica desencadenada por la infección con los tres virus es altamente 
polifuncional y está representada mayoritariamente por células triples positivas y dobles 
positivas para TNF-α e IFN-γ (Fig.29B).    
 
En resumen, los resultados del análisis de producción de citoquinas y de la respuesta 
de células T CD8 E3-específicas generadas en ratones DUSP1 WT y KO infectados con VACV 
indican que DUSP1 podría estar implicado en la regulación de las respuestas inmunes innata y 
adaptativa durante la infección por VACV. 
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Figura 29: Respuesta inmune adaptativa de células T CD8 VACV-específica en ratones DUSP1 WT 
y KO inoculados por ruta intraperitoneal con VACV. Ratones DUSP1 WT y KO (n = 3) se inocularon 
por via intraperitoneal con una dosis de 107 UFP/ratón de WR y 2 x 107 UFP/ratón de MVA o NYVAC. La 
respuesta T CD8 E3-específica fue analizad a los 10 días post-inoculación tras la estimulación con el 
péptido viral E3 de los esplenocitos procedentes de animales infectados. A) Magnitud de la respuesta T 
CD8 específica para E3. Los valores representan la suma de los porcentajes de células T CD8 positivas 
que secretan IL-2 y/o TNF-α y/o IFN-γ. Los valores obtenidos en las muestras sin estimular fueron 
sustraídos en todos los casos. B) Perfil funcional de las respuestas T CD8 específicas para E3. Todas 
las posibles combinaciones de las respuestas se muestran en el eje x y los porcentajes relativos de las 
distintas poblaciones celulares dentro de la respuesta total T CD8 se muestran en el eje y. Las distintas 
respuestas aparecen agrupadas según un código de colores en base al número de funciones. 
 
 
85  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                  VI. DISCUSIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
86  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
87  
 
DISCUSIÓN 
 
Los poxvirus son capaces de modular diversos eventos intracelulares con el objetivo de 
llevar a cabo una infección productiva. Se han descrito al menos cuatro de éstos factores: el 
control del ciclo celular, el linaje celular junto con el estado de diferenciación celular,  los 
factores celulares de complementación y las rutas de señalización (McFadden, 2005). Entre las 
cascadas de señalización reguladas por VACV se encuentra la ruta mediada por las MAPKs, 
en la que participa la fosfatasa dual DUSP1.  
Actualmente, existe poca información disponible sobre el posible papel de la fosfatasa 
celular DUSP1 durante una infección viral. En el presente trabajo, hemos analizado la función 
de DUSP1 durante la infección por el virus vaccinia y, en concreto, hemos estudiado el efecto 
de dicha fosfatasa sobre la replicación, el rango de hospedador asi como sobre la respuesta 
antiviral del hospedador. Para ello, hemos utilizado tanto células murinas en cultivo como el 
modelo in vivo de ratón.  
En los análisis in vitro hemos observado que VACV modula de manera específica tanto 
la transcripción de ARNm de DUSP1 como su expresión. Sin embargo, existen diferencias en 
los niveles de inducción producidos por cada uno de los virus ensayados, siendo el virus 
atenuado NYVAC el que produce una mayor inducción tanto transcripcional como proteica de 
DUSP1. Debido al gran número de genes de VACV implicados en la evasión del sistema 
inmune del hospedador y a la presencia diferencial de éstos en los genomas de WR, MVA o 
NYVAC, el efecto de cada uno de ellos sobre la ruta de los TLR y, consecuentemente, sobre la 
inducción de DUSP1 es forzosamente distinto.  
Existen publicaciones previas que han demostrado que VACV produce la activación de 
ERK, de forma que el virus promueve un contexto de crecimiento celular normal y de esta 
forma consigue una replicación viral eficiente en las células infectadas (Andrade et al, 2004), 
(Santos et al, 2006), (Schweneker et al, 2012). En el presente trabajo hemos demostrado que 
la activación de ERK mediada por VACV es la responsable del aumento de la vida media de 
DUSP1, descartando la posibilidad de que esta fosforilación estuviese mediada por una 
quinasa viral.  
En los análisis de replicación viral en células en cultivo, observamos diferencias 
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significativas durante la infección por WR o MVA en los MEFs DUSP1 KO en comparación con 
los MEFs WT. En concreto, detectamos un aumento significativo de un log en el caso de la 
infección por WR que se mantiene en todos los tiempos post-infección analizados. Esta 
diferencia en replicación es todavía mayor en el caso de la infección por MVA, lo que 
constituye un hecho especialmente relevante ya que MVA no es capaz de llevar a cabo una 
infeccion productiva en la mayoría de células de mamífero, incluyendo las líneas celulares 
murinas (Drexler et al, 1998), (Verheust et al, 2012). Se ha descrito que una línea celular 
puede ser o no permisiva a una infección viral dependiendo no tanto de los receptores de 
membrana que median su entrada, sino de los eventos intracelulares que tienen lugar una vez 
que el virus se encuentra dentro de la célula. Por ejemplo, VACV es capaz de penetrar en las 
células de insecto pero es incapaz de completar su ciclo infectivo en las mismas (Li et al, 
1998). Debido a esto, las cascadas de señalización intracelular implicadas en la transmisión de 
señales procedentes de la superficie celular desempeñan un papel esencial en las infecciones 
virales. Muchas de estas rutas de señalización se regulan mediante la fosforilación y 
consecuente activación de sus componentes, por lo que la fosforilación de componentes tanto 
celulares como virales es un proceso importante que utilizan numerosos virus durante su 
replicación (Jan et al, 2012), (Bretana et al, 2012). 
 En este sentido, el presente trabajo demuestra que la ausencia de la fosfatasa DUSP1 
se traduce en un cambio en el rango de hospedador del virus atenuado MVA. Este resultado 
puede estar relacionado con los cambios en el patrón de fosforilación de las MAPKs, ligandos 
específicos de DUSP1, observados durante la infección por MVA en ausencia de DUSP1. 
Debido a esto, decidimos analizar si la inactivación de ERK y p38MAPK podía tener una 
implicación directa en la infección productiva de MVA en MEFs DUSP1 KO. En dicho 
experimento de inhibición observamos una reducción en los títulos virales en las células KO 
infectadas y tratadas con los inhibidores en comparación con las células KO infectadas sin 
tratar, lo que sugiere que las MAPKs estan implicadas en la permisividad de los MEFs KO para 
la infección por MVA que observamos. Sin embargo, esta reducción en el titulo viral no es 
equiparable a los títulos virales obtenidos en los MEFs WT infectados con MVA, lo que sugiere 
que la quinasa JNK debe ejercer tambien un papel en la infección de MVA en ausencia de 
DUSP1. Del mismo modo, la combinación de los inhibidores de ERK y p38MAPK no ejerce un 
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efecto sinérgico puesto que los títulos virales de MVA obtenidos en este caso no son menores 
en comparación con los detectados utilizando los inhibidores individualmente. Este hecho 
puede ser debido a la compleja interacción existente entre los distintos componentes de la ruta 
de las MAPKs, de manera que para un proceso determinado varias ramas pueden ejercer una 
función redundante siendo capaces de suplir la función de otra rama en caso de inactivación 
de la misma, o incluso pueden ejercer distintas funciones, ya sean opuestas o 
complementarias en un determinado proceso celular y así contribuir al resultado final de dicho 
proceso.  
Las MAPKs pueden estar implicadas en una serie de funciones en el contexto de la 
infección por MVA (Fig.30). Por un lado, la capacidad de MVA de llevar a cabo una infección 
productiva en los MEFs KO puede ser debida a la acción de las MAPKs sobre determinadas 
fosfoproteínas virales. Se ha descrito que VACV utiliza la fosforilación como mecanismo para 
regular la actividad de varias de sus proteínas (Condit et al, 2006). La mayoría de ellas son 
fosforiladas por las quinasas virales B1 y F10 (Lin et al, 1992), (Wang & Shuman, 1995) pero 
otras son fosforiladas por quinasas celulares (Condit et al, 2006). Muchas de estas 
fosfoproteínas desempeñan un papel importante durante el proceso de morfogénesis de VACV 
(Mercer & Traktman, 2003), (Derrien et al, 1999), (Resch et al, 2005), (Beaud et al, 1995). En 
la Tabla VI se muestran las proteínas virales implicadas en morfogénesis susceptibles de ser 
fosforiladas. Sin embargo, de acuerdo con los resultados que hemos obtenido en el presente 
trabajo analizando la expresión de las proteínas virales A14, A17 y A27 mediante microscopía 
confocal, analizando el procesamiento proteolítico de las proteínas virales L4, A10 y A17 por 
Western-blot y analizando la presencia de estudios de intermediarios virales en los MEFs WT y 
KO mediante microscopía electrónica, que nos indican que el bloqueo en la morfogenesis de 
MVA en MEFs WT tiene lugar a nivel de la formación del virión maduro al igual que ocurre en 
células HeLa (Gallego-Gomez et al, 2003), sólo algunas de estas proteínas virales podrían ser 
candidatas a estar implicadas en este proceso. Por lo tanto, sería posible que el estado de 
fosforilación de las proteínas A13, F17 y A4, implicadas en la transición VIN-VM, esté afectado 
en ausencia de DUSP1 durante la infección por MVA y este hecho tenga una repercusión 
importante en el proceso de morfogénesis viral. Además, las MAPKs presentan distintos 
niveles de expresión e incluso se pueden encontrar unas isoformas u otras de dichas quinasas 
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dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, se ha descrito que las células de pollo sólo 
expresan la isoforma ERK2, pero no ERK1 (Xing et al, 2009). Por tanto, es posible que una 
expresión diferencial de uno o varios de los componentes de las MAPKs entre distintos tipos 
celulares contribuya al rango de hospedador de un virus determinado. En esta línea, existen 
estudios recientes que  demuestran que la inactivación de la ruta mediada por ERK durante la 
infección por WR en líneas permisivas se traduce en una disminución de los títulos virales 
(Andrade et al, 2004), mientras que la inactivación de ERK2 en la línea permisiva para la 
infección de MVA, CEF, no tiene ningún efecto en la productividad de la infección (Schweneker 
et al, 2012). 
 
 
 
Figura 30: Esquema de las posibles funciones de DUSP1 en la infección de células murinas por 
MVA. 1) Acción indirecta de DUSP1 a través las MAPKs sobre fosfoproteínas virales. 2) Acción indirecta 
de DUSP1 a través de las MAPKs sobre proteínas celulars. 3) Acción directa de DUSP1 sobre 
fosfoproteínas virales. 
 
Por otro lado, las MAPKs pueden estar actuando sobre ligandos celulares promoviendo 
cambios en su estabilización, activación y localización subcelular. De esta manera, la hiper-
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fosforilación de las MAPKs y sus sustratos en ausencia de DUSP1 durante la infección por 
MVA podría estar desregulando estos procesos celulares de tal manera que MVA fuera capaz 
de completar su ciclo viral en células murinas 
 
A pesar de que los ensayos de inhibición de MAPKs que hemos realizado apuntan a 
una implicación directa de estas quinasas en la capacidad de MVA de completar su ciclo viral 
en MEFs KO, habria que considerar la posibilidad de que DUSP1 pueda defosforilar también 
residuos presentes en fosfoproteínas virales (Tabla VI). De esta forma, la actividad de dichas 
proteínas virales se vería alterada en ausencia de DUSP1 y de alguna manera esto 
favoreciese el proceso de morfogénesis de MVA. Sin embargo, este fenómeno es altamente 
improbable debido a varias razones. En primer lugar, porque se ha demostrado que DUSP1 
presenta una elevada especificidad de sustrato y su actividad catalítica aumenta de manera 
dosis-dependiente al unirse a ellos (Slack et al, 2001). Por tanto, si DUSP1 defosforilara alguna 
proteína viral, éstas deberían presentar dominios específicos de unión similares a los dominios 
CD que poseen las MAPKs y que permiten la unión específica de DUSP1 a las mismas. Sin 
embargo, mediante ensayos in silico no hemos podido detectar la presencia de dominios “tipo”-
CD en las fosfoproteínas A13, F17 y A4. Estudios previos han demostrado que a pesar de la 
alta homología de secuencia entre los dominios catalíticos de DUSP1 y la proteína viral H1, 
responsable de defosforilar STAT1 y bloquear la respuesta mediada por IFN. DUSP1 no es 
capaz de unirse a STAT1 (Mann et al, 2008) y, por tanto, no desempeña ningún papel directo 
en la señalización mediada por IFN. En segundo lugar, a pesar de que algunos autores han 
descrito que DUSP1 puede desarrollar su actividad en el citoplasma (Rosini et al, 2004), 
(Huang & Fan, 2002), DUSP1 es una fosfatasa principalmente nuclear, por lo que si ejerciese 
algún papel in situ durante la morfogénesis viral, tendría que permanecer secuestrada en el 
citoplasma de la célula infectada. Por último, considerando que el virus salvaje WR es capaz 
de llevar a cabo una infección productiva tanto en los MEFs WT como en los MEFs KO, 
alcanzando mayores títulos virales en ausencia de DUSP1, la posibilidad de que el virus 
promueva el secuestro de DUSP1 en el citoplasma en beneficio propio parece aún más 
improbable.  
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Tabla VI: Esquema de las fosfoproteínas virales implicadas en el proceso de morfogénesis. 
Localización, quinasa responsable de su fosforilación y evento en el que participan de las fosfoproteínas 
virales implicadas en morfogénesis. 
Recientemente se han publicado numerosos artículos sobre el papel que ejerce DUSP1 
en la respuesta inmune del hospedador frente a diversos patógenos (Chi et al, 2006), (Salojin 
et al, 2006), (Hammer et al, 2006), (Cortes-Sempere et al, 2009) pero no existen estudios que 
aborden de manera directa la función de DUSP1 en la respuesta inmune antiviral. Por ello, 
consideramos interesante analizar la implicación de DUSP1 en la patogenia y en la respuesta 
inmune innata y adaptativa durante la infección in vivo por VACV utilizando el modelo de ratón. 
Cuando inoculamos ratones DUSP1 WT y KO con el virus WR por ruta intranasal para 
evaluar la patogenia producida por el virus, observamos un incremento de la pérdida de peso, 
una tasa de mortalidad superior y, en general, un peor diagnóstico de enfermedad en los 
ratones DUSP1 KO en comparación con los ratones WT. Teniendo en cuenta que DUSP1 
participa en la regulación de la respuesta inmune del hospedador frente a distintitos estímulos, 
una de las posibles causas de esta mayor susceptibilidad de los ratones KO frente a la 
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infección por WR podría ser una producción exacerbada de citoquinas pro-inflamatorias; sin 
embargo, no observamos niveles detectables de estas citoquinas ni en el suero ni en los 
pulmones de los animales WT o KO infectados lo que, por otra parte, era un resultado 
esperable debido a la gran batería de genes virales implicados en contrarrestar la respuesta 
antiviral del hospedador que posee WR (Seet et al, 2003), (Stanford et al, 2007). Por lo tanto, 
la mayor susceptibilidad de los ratones KO frente a la infección por WR podría explicarse por la 
mayor replicación viral observada en los pulmones de los ratones KO infectados por WR con 
respecto a los ratones WT. Sin embargo, con los virus atenuados MVA y NYVAC sucede lo 
contrario, ya que se observa un incremento en la producción de citoquinas en los ratones 
DUSP1 KO en comparación con los ratones WT tanto en la infección por MVA como por 
NYVAC, mientras que no pudimos detectar indicios de replicación en los tejidos analizados por 
ninguna de las dos rutas de inoculación analizadas (intranasal e intraperitoneal). No obstante, 
los niveles de citoquinas detectados en los sueros de los ratones DUSP1 KO infectados con 
NYVAC están aumentados con respecto a los ratones DUSP1 WT a las 3 hpi mientras que en 
el caso de los ratones infectados con MVA este incremento en la producción de citoquinas se 
produce a las 24 hpi. Esta diferencia en la cinética de producción de citoquinas entre ambos 
virus puede ser debida al diferente patrón de genes inmunomoduladores presentes o ausentes 
en los genomas de MVA y NYVAC, lo que se traduce en perfiles de inmunogenicidad diferente 
que pueden afectar a la ruta de señalización de las MAPKs de forma diferente (Najera et al, 
2006). De hecho, VACV posee varias proteínas implicadas en la regulación de la ruta de las 
MAPKs: A46, A52, E3 y M2. En concreto, A46 secuestra a las moléculas adaptadoras MyD88, 
TRIF, MAL y TRAM, A52 se une a IRAK-2 y TRAF-6, E3 bloquea la acción del ARNdc, de PKR 
y de ARNasaL y M2 inhibe la activación de NFκB mediada por ERK2. Tanto MVA como 
NYVAC expresan las proteínas tempranas A46 y E3 pero no M2. Sin embargo, MVA tiene 
fragmentado el gen A52R mientras que NYVAC lo conserva intacto (Antoine et al, 1998). Estas 
diferencias entre ambos virus en combinación con otras deleciones en los genomas de MVA o 
NYVAC, como puede ser el gen N2L (ausente en NYVAC) perteneciente a la familia de las 
proteínas de tipo Bcl-2 (Gonzalez & Esteban, 2010) y de función desconocida, podrían ser 
responsables de las diferencias en temporalidad en la producción de citoquinas. 
En la respuesta inmune adaptativa, las MAPKs participan en la expansión clonal de los 
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linfocitos B y T a través de la regulación de procesos tales como la producción de citoquinas, la 
proliferación celular y la supervivencia (Rincon & Pedraza-Alva, 2003). Por tanto, en el 
presente trabajo nos planteamos la posibilidad de que DUSP1, como regulador clave de la 
función de las MAPKs, pudiera desempeñar un papel importante en la respuesta inmune 
adaptativa antiviral del hospedador por lo que decidimos caracterizar dicha respuesta durante 
la infección por VACV tanto por vía intranasal como intraperitoneal mediante tinción intracelular 
de citoquinas y análisis por citometría de flujo. Los resultados obtenidos indicaron que la 
respuesta específica frente al antígeno viral E3 fue mayor en los esplenocitos de los ratones 
DUSP1 KO infectados que en los ratones DUSP1 WT infectados, lo que indica que DUSP1 
está implicado en la respuesta inmune adaptativa durante la infección por VACV. No obstante, 
la magnitud de la respuesta obtenida para cada virus es diferente.  
Teniendo en cuenta que en la inoculación intranasal con WR detectamos mayores 
títulos virales en los ratones DUSP1 KO, la cantidad de antígeno viral producido es mayor y su 
expresión se mantiene durante un período de tiempo mas prolongado en el organismo de los 
ratones KO infectados que en el de los WT, por lo que la respuesta inmune adaptativa se ve 
incrementada. Sin embargo, debido a que los virus atenuados MVA y NYVAC no son capaces 
de replicar in vivo, la mayor respuesta CD8 específica observada en los ratones KO con 
respecto a los WT podría estar relacionada en parte con las diferencias detectadas en la 
respuesta inmune innata desencadenada por ambos virus, lo que a su vez puede ser 
consecuencia de los distintos genes inmunomoduladores presentes en sus genomas (Najera et 
al, 2006), (Gomez et al, 2007b). Por otro lado, se ha descrito que cada ruta de inoculación 
produce una activación de las celulas T CD8 diferencial (Takamura et al, 2010), (Liu et al, 
2010). Esto es debido a las propiedades especificas que presentan las células del sistema 
inmune según su localización anatómica como, por ejemplo, los macrófagos (Paulnock, 1992). 
Este hecho puede contribuir a explicar las variaciones en la magnitud de la respuesta T CD8 
que observamos con cada virus en las distintas rutas de inoculación analizadas. 
Además, el tipo de respuesta adaptativa generada también esta condicionada por la 
respuesta inmune innata desencadenada frente a un estímulo determinado (Iwasaki & 
Medzhitov, 2010). Las células dendríticas (CDs) forman parte del sistema inmune innato del 
hospedador constituyendo una de las primeras líneas de defensa frente a patógenos al igual 
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que desempeñan un papel muy importante en la relación entre las respuestas innata y 
adaptativa del hospedador (Iborra et al, 2012), (Huang et al, 2012), (Pulendran & Ahmed, 
2006) . En este sentido, se ha descrito recientemente que DUSP1 tiene un papel esencial en la 
integración de las señales recibidas por las CDs y la respuesta inmune mediada por células T, 
de manera que contribuye a la inmunopatología y a la generación de protección frente a 
infecciones por bacterias y parásitos (Huang et al, 2011a). Por tanto, es posible que la 
ausencia de DUSP1 en las células que participan en la respuesta inmune innata del 
hospedador junto con el efecto de la presencia diferencial de genes inmunomoduladores en los 
genomas de WR, MVA y NYVAC sobre dichas células, sea la causa de las variaciones 
observadas en la respuesta desarrollada por las células T durante la infección por VACV. 
En resumen, el estudio llevado a cabo en esta tesis doctoral es el primero en el que se 
analiza en detalle el papel de DUSP1 durante la infección por VACV.  
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CONCLUSIONES 
 
1. La infección por el virus vaccinia incrementa la expresión de la fosfatasa celular DUSP1, 
tanto a nivel de ARN mensajero como a nivel de proteína, siendo necesaria la síntesis de 
proteínas tempranas del virus para dicha inducción. 
  
2. El virus vaccinia induce la fosforilación de las serinas 359 y 364 de DUSP1, regulando su 
vida media, a través de la activación de la quinasa celular ERK. 
 
3. El virus atenuado MVA es capaz de infectar de manera productiva las células murinas en 
ausencia de DUSP1. Los ensayos de inhibición de las MAPKs demuestran la contribución de 
éstas en este cambio en el rango de hospedador del virus MVA. 
  
4. Los análisis por microscopía confocal y microscopía electrónica de fibroblastos murinos 
inmortalizados salvajes o carentes de DUSP1 demuestran que DUSP1 juega un papel 
importante en la transición entre las formas virales VIN y VM durante el proceso de 
morfogénesis viral. 
 
5. En la infección de WR in vivo mediante ruta intranasal, la ausencia de DUSP1 se traduce en 
un aumento de la susceptibilidad de los ratones a la infección por el virus salvaje y esta 
susceptibilidad puede estar relacionada con los mayores títulos virales encontrados en los 
pulmones de los ratones KO en comparación con los ratones WT.  
 
6. Los análisis de producción de citoquinas en sueros de animales salvajes o carentes de 
DUSP1 infectados por el virus vaccinia por ruta intraperitoneal demuestran que DUSP1 
participa en la regulación de la respuesta inmune innata antiviral durante la infección por el 
virus vaccinia. 
 
7. Los ensayos de marcaje intracelular de citoquinas y análisis por citometría de flujo sobre 
esplenocitos de animales salvajes o carentes de DUSP1 infectados por WR, MVA o NYVAC 
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tanto por ruta intransal como por ruta intraperitoneal demuestran que la magnitud de la 
respuesta T CD8+ específica para el péptido viral E3 es significativamente mayor en los ratones 
carentes de DUSP1 infectados con cada uno de los tres virus en comparación con los ratones 
salvajes. 
 
8. El conjunto de pruebas bioquímicas, genéticas e inmunológicas demuestran que DUSP1 
juega un papel importante en el mecanismo de defensa del hospedador frente a la infección 
por el virus vaccinia. 
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Abstract
The ubiquitin-like modifier ISG15 is one of the most predominant proteins induced by type I interferons (IFN). In this study,
murine embryo fibroblast (MEFs) and mice lacking the gene were used to demonstrate a novel role of ISG15 as a host
defense molecule against vaccinia virus (VACV) infection. In MEFs, the growth of replication competent Western Reserve
(WR) VACV strain was affected by the absence of ISG15, but in addition, virus lacking E3 protein (VVDE3L) that is unable to
grow in ISG15+/+ cells replicated in ISG15-deficient cells. Inhibiting ISG15 with siRNA or promoting its expression in ISG152/
2 cells with a lentivirus vector showed that VACV replication was controlled by ISG15. Immunoprecipitation analysis
revealed that E3 binds ISG15 through its C-terminal domain. The VACV antiviral action of ISG15 and its interaction with E3
are events independent of PKR (double-stranded RNA-dependent protein kinase). In mice lacking ISG15, infection with
VVDE3L caused significant disease and mortality, an effect not observed in VVDE3L-infected ISG15+/+ mice. Pathogenesis in
ISG15-deficient mice infected with VVDE3L or with an E3L deletion mutant virus lacking the C-terminal domain triggered an
enhanced inflammatory response in the lungs compared with ISG15+/+-infected mice. These findings showed an anti-VACV
function of ISG15, with the virus E3 protein suppressing the action of the ISG15 antiviral factor.
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Introduction
Type I interferons (IFN-a and -b) serve a critical role in antiviral
innate immunity and in modulating the adaptive immune response
to infection and tumor development [1]. In response to infection or
Toll-like receptor agonists, IFN is produced and consequently leads
to the up-regulation of hundreds of IFN-stimulated genes (ISG) [2,3].
One of the most highly induced genes is ISG15 that encodes a small
UBL protein of 17 kDa that forms covalent conjugates with cellular
proteins [4]. ISG15 is composed of two domains, each of which
carries high sequence and structural similarity to UB (33 and 32%
for the N- and C-terminal domains, respectively) [5,6].
ISG15 conjugation (ISGylation) to substrate proteins occurs in a
manner similar to UB conjugation by utilizing activating,
conjugating and ligating enzymes to facilitate the addition of
ISG15 to specific lysine residues [7]. The ISG15 activating
enzyme is ubiquitin E1 like protein (UBE1L), and the E2 enzyme
for UB conjugation, UbcH8, also recognizes ISG15 [8,9,10].
ISG15 is removed from conjugated proteins by an ISG15-specific
protease, UBP43 (USP18 (UB-specific protease 18)) [11,12,13].
UB as a central cellular regulator and UB-mediated proteolysis
also plays a regulatory role in the immune system [14,15]. While
the degradation by the proteosome generally depends on poly-UB
conjugation, protein modification by ISG15 does not typically
cause substrate degradation [16]. Instead it may alter the
subcellular localization, structure, stability or activity of targeted
proteins [17]. A large number of cellular proteins that are
associated with cellular cytoskeleton, stress response and chroma-
tin remodelling were identified as ISG15 targets. ISG15 also
targets proteins that play a role in the innate antiviral response,
including: PKR, MXA, STAT1, JAK1 and RIG-I [18]. ISGyla-
tion of these antiviral molecules may regulate their activity during
viral infection.
ISG15 expression is almost undetectable under normal conditions
but is strongly up-regulated during viral infections such as human
cytomegalovirus (HCMV), herpes simplex virus (HSV), Sindbis virus
(SV) and hepatitis C virus (HCV) [19,20,21,22,23,24]. It has been
speculated that the ISG15 up-regulation following viral infection is
involved in different strategies of the antiviral response [25,26].
Some viruses have developed specific strategies to counteract the
activity of the IFN-stimulated genes (ISGs). The influenza B virus
protein NS1B binds ISG15 and blocks protein ISGylation [27].
Furthermore, constitutive expression of ISG15 in type I IFN
receptor knockout (KO) mice confers potent antiviral activity against
SV. This evidence suggests that ISGylation is important for
protecting cells from viral infection [21].
Previously, using cDNA microarrays we described up-regulation
of ISG15 after infection of HeLa cells with the attenuated VACV
strains MVA and NYVAC, an effect not observed after infection
with the virulent strain WR [28,29,30]. Furthermore, the attenuated
mutant VVDE3L that lacks the viral early protein E3 also produces
an increase in the ISG15 mRNA levels [31]. VVDE3L is a virus that
only replicates in IFN-incompetent systems exerting IFN antagonist
activity [32], is nonpathogenic in the mouse model, and provides
protection against a wild-type virus challenge [33,34]. The E3
protein represses the host cell antiviral response by multiple
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mechanisms, including inhibition of both PKR and RNase L, two
enzymes induced by IFN and whose activation triggers a global
inhibition of protein synthesis and virus replication [35,36,37]
through the phosphorylation of eIF-2a (for PKR) and breakdown of
RNA (for RNase L). Significantly, once activated both PKR and
RNase L produced upregulation of ISG15 messenger levels [38,39].
E3 also blocks induction of IFN-a/b through inhibition of
phosphorylation of the transcription factors IRF3 and IRF7
[40,41] and prevention of NF-kB activation [42].
The biological significance of ISG15 mRNA induction in
cultured cells after infection with the VACV mutants and its
repression by the virulent WR is not known. Here we have
investigated the role of ISG15 as an anti-VACV immunity factor
using in vitro and in vivo systems based on MEFs and mice lacking
ISG15. While in MEFs the yields of WR were slightly different
between ISG15+/+ and ISG152/2 infected cells, the non-
replicating VVDE3L in ISG15+/+ cells grew more than one log
better in ISG152/2 cells. Biochemical analyses showed that the
E3 protein interacts with ISG15 through its carboxyl terminal
domain. Repression of ISG15 with siRNAs or expression of ISG15
by a lentivirus vector in ISG15 null cells indicate that VACV
replication can be controlled by ISG15 and that E3/ISG15
protein interaction is independent of the presence of PKR. In mice
lacking ISG15, VVDE3L induced stronger pathogenesis than in
ISG15+/+, an effect similarly triggered by a C-terminal deletion
mutant (VVE3LD26C). Our findings reveal a novel VACV
strategy to counteract the IFN antiviral response through
interaction of the virus E3 protein with ISG15.
Results
Expression of ISG15 is upregulated during infection of
human HeLa and murine embryonic fibroblast cells with
attenuated VACV strains
We and others have previously described upregulation of ISG15
transcript from gene expression profiles of HeLa cells infected with
the attenuated VACV strains, VVDE3L [31], MVA [28] and
NYVAC [30]. This up-regulation was not observed in HeLa cells
infected with the virulent WR [29]. Here, we have validated the
transcriptional changes in ISG15 mRNA levels after VACV
infection by real-time RT-PCR. As shown in Table S1, ISG15
mRNA levels at different times postinfection (p.i.) were enhanced
in HeLa cells infected with the mutant viruses compared to the
virulent WR, in agreement with the microarray data (not shown).
To correlate changes in ISG15 protein levels, we analyzed by
immunoblot the levels of ISG15 in WR- or MVA- or NYVAC- or
-VVDE3L or uninfected MEFs. In agreement with the results of
real time RT-PCR obtained in Hela cells, a clear increase in
ISG15 protein levels was also observed in VVDE3L- or MVA-
infected MEFs cells at 6 and 16 hpi (Fig. 1A). The increase was less
apparent after NYVAC infection probably because overall protein
synthesis is more severely inhibited by NYVAC than MVA [30].
Moreover, the increase of ISG15 protein levels after VVDE3L or
MVA infection required de novo protein synthesis as its
accumulation was prevented by cycloheximide treatment discard-
ing the possibility that infection might increase ISG15 protein
levels by enhancing protein stability (not shown). It should be
noted that there is an increase in the conjugation of ISG15 to its
target proteins after VVDE3L, but reduced in levels after MVA
infection (Fig. 1A). The findings of Fig. 1 establish a clear up-
regulation of ISG15 by the attenuated VACV mutants.
ISG15 has an anti-VACV role and modulates VVDE3L
replication in cultured cells
Since the increase in ISG15 in Hela cells correlated with the
attenuated phenotype of several VACV strains, we next examined
the role of ISG15 in VACV replication using primary MEFs derived
from ISG15+/+ and ISG152/2 mice. While the cytopathic effect
(CPE) observed in ISG152/2 after WR infection (0.1 PFU/cell,
24 h) was similar to ISG15+/+ cells (Fig. 2A, upper panels), the CPE
in ISG152/2 cells after VVDE3L infection was markedly
increased with respect to that observed in ISG15+/+ cells (Fig. 2A,
lower panels). The virus titers for WR were slightly increased in
ISG152/2 compared to ISG15+/+ cells (Fig. 2B), while the yields
of VVDE3L were increased in the ISG152/2 compared to
ISG15+/+ cells (about 25-fold higher). The increase in virus titers
correlated with increase in cellular mortality, as shown in Fig. 2A.
The findings of Fig. 2 suggest that E3 expression might be
suppressing ISG15 function. To define the breath of the E3 anti-
ISG15 activity we analyzed the role of another antiviral factor, PKR,
using MEFs derived from PKR2/2 mice. Both the difference in
CPE and virus yields between VVDE3L infected ISG152/2 and
PKR2/2 cells were clearly distinct (Fig. 1A), indicating that the in
vitro replication of VVDE3L in ISG152/2 is a process independent
of PKR.With PKR+/+ cells the CPE and virus yields were similar as
for ISG15+/+ cells (not shown).
To provide further evidence for a VACV antiviral role of
ISG15, we used siRNA to specifically block ISG15 mRNA
production. Using siPORT Amine as a transfection reagent, MEFs
were transfected with two specific ISG15 siRNAs (siRNA1 or
siRNA2), or with a specific GAPDH siRNA (positive control) or
with a scrambled siRNA (negative control). Twenty four hours
after transfection cells were infected with WR or VVDE3L
(0.1 PFU/cell), and ISG15 expression, CPE and virus titers were
evaluated during the course of infection. As shown in Fig. 3A, the
two ISG15 siRNAs decreased the expression of ISG15 by over
80% after 24 h of transfection (Fig. 3A). The decrease in ISG15
protein levels was accompanied by an enhanced CPE in VVDE3L
infected ISG15+/+ cells (Fig. 3B); the difference in CPE was less
clear in WR-infected cells. In addition, viral titers were enhanced
in silenced ISG15+/+ cells infected with WR or VVDE3L
(Fig. 3C). We also performed ISG15 mRNA inhibition with
ISG15 siRNAs in PKR2/2 cells and found no changes in CPE
and virus yields for WR and VVDE3L infected cells in comparison
to the results obtained in PKR+/+ cells (not shown), indicating
that the function of E3 protein is independent of PKR activity.
Author Summary
Modification of proteins by ubiquitin (UB) and ubiquitin-
like proteins (UBL) represents a key regulatory process of
innate and adaptive immune responses. Interferon-stimu-
lated gene product 15 (ISG15) is a member of UBL
molecules that can reversibly be conjugated to proteins
mediating considerable antiviral response. In turn, many
viruses, including poxviruses, have evolved strategies to
block the antiviral and inflammatory effects of innate
immune responses to keep cells alive until virus replication
is completed. Here, a novel viral immune evasion
mechanism that inhibits ISG15-dependent antiviral path-
way is described. Vaccinia virus (VACV) pathogenesis in
ISG15+/+ versus ISG152/2 mice is linked to the virus E3
protein, blocking the activity of ISG15 through its C-
terminal domain. This effect was independent of PKR
activation. ISG15 controls the inflammatory response
regulating cytokine levels. Our findings support a new
strategy for poxviruses to evade the host antiviral response
through interaction of the virus E3 protein with ISG15.
Antiviral Innate Response, Vaccinia Virus
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Transfection of GAPDH siRNA or a scrambled siRNA followed
by infection with WR or VVDE3L had no significant effect in
either ISG15 protein level, CPE or virus production, indicating the
specificity of ISG15 function. We checked that GAPDH protein
levels were decreased only in the siRNA-GAPDH transfected cells,
as measured by Western blot analysis (not shown). The results of
Fig. 3 revealed that suppression of ISG15 protein levels leads to
enhanced replication of WR and of VVDE3L, further supporting
an anti VACV role of ISG15.
Absence of ISG15 expression is required for efficient
VVDE3L infection in murine cultured cells
To further extend the role of ISG15 expression in VACV
replication, we tested whether ectopic ISG15 expression in
ISG152/2 cells leads to inhibition of WR or VVDE3L viral
growth. Using pRVISG15-ires-GFP, an optimized retroviral vector
that expresses efficiently ISG15 in transduced cells, we evaluated the
CPE (see Fig. S1) and viral growth of WR or VVDE3L. Viral
titrations showed that retroviral transduction of the ISG15 gene in
ISG152/2 cells result in inefficient VVDE3L viral production,
whereas non-transduced ISG152/2 cells infected with VVDE3L
were able to produce infectious viral particles (Fig. 4C, left panel).
Furthermore, yields of VACV infectious virus decreased in the
ISG15-transduced cells in comparison to those that do not express
ISG15 (Fig. 4C, right panel). These findings demonstrate that the
absence of ISG15 is essential for the productive infection of VVDE3L
and the increase in VACV production in murine cultured cells.
To characterize the effect of ISG15 over-expression in WR or
VVDE3L replication in cells with endogenous ISG15, a similar
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Figure 1. ISG15 protein levels are upregulated during infection of MEFs with the attenuated mutants of vaccinia virus. A. ISG15
protein levels after WR or VVDE3L or MVA or NYVAC infection. MEFs were mock infected (M) or infected at 5 PFU/cell with WR or MVA or NYVAC or
VVDE3L and at the indicated times p.i, cell extracts were analyzed by Western blotting. Equal amounts of proteins were fractionated by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose paper, and reacted with an antibody that recognizes murine ISG15 protein. On the right, the molecular weight of the
proteins in kilodaltons is indicated. Actin levels showed that the same amount of protein was loaded on the gel. Uninfected cells (M) served as
control. B. Densitometric quantification of ISG15 protein in arbitrary units is indicated. The graphic represents these measurements in three
independent experiments.
doi:10.1371/journal.ppat.1000096.g001
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approach was carried out as before but with retroviral transduc-
tion of ISG15+/+ cells, followed by measurements of WR or
VVDE3L viral growth. As shown in Fig. 4, panels C–D, both
viruses showed a decrease in infectious virus production in
correlation with higher ISG15 expression levels. This experiment
supports that ISG15 is a negative regulator of VACV replication.
E3 interacts with ISG15 through its carboxy-terminal
domain
It has been described that the influenza B virus protein NS1B
inhibits ISGylation after binding through its amino terminal
domain to ISG15 [27,43]. To test whether E3 protein, that
contains a similar domain to NS1, is able to bind to ISG15
protein, we performed immunoprecipitation (IP) assays in PKR+/
+ cells using the following different viruses: WR, MVA, VVDE3L
lacking the entire E3L gene, and two deletion mutants
VVE3LD83N and VVE3LD26C with truncated versions of E3L
gene at the N and C-terminus [44]. After ISG15 IP, the entire E3
protein binds efficiently to ISG15 and the N-terminal mutant
D83N, that lacks 83 aminoacids and the PKR binding domain,
binds efficiently to ISG15 (Fig. 5A). In contrast, the C-terminal
mutant D26C, that lacks 26 aminoacids and the ability to bind
dsRNA, does not bind ISG15 (Fig. 5B). We also performed the
reverse IP using an anti-E3 antibody and only the E3 protein that
lacks the C- terminus fails to be immunoprecipitated (Fig. 5B, left
panel). When IP was performed without antibody or using a pre-
immune serum as a control, no interaction was observed (Fig. 5B,
central panels). To analyze if RNA was involved in E3/ISG15
interaction, we treated the IP complex with RNase just before its
loading in the SDS-PAGE, and found that the complex was
destroyed, as no interaction was observed with any of the E3
proteins from the different viruses (Fig. 5B, left panel). This result
indicate that RNA, and probably dsRNA, has a role as a linking
component in the interaction between E3 and ISG15 proteins as
its degradation abolishes the binding of both proteins. ISG15/E3
protein interaction was confirmed by confocal microscopy, as WR-,
or MVA- or VVE3LD83N-infected MEFs showed co-localiza-
tion between ISG15 and E3, while VVDE3L- or VVE3LD26C-
WR
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Figure 2. Effect of ISG15 on cytotoxicity and virus growth after infection of MEFs with virulent and E3L deletion VACV mutant
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infected MEFs did not (Fig. 5C). In addition, we also studied if
the presence of PKR was relevant for this interaction by performing
both IP and confocal experiments in PKR2/2 cells. Both
approaches indicate that the interaction between ISG15 and E3 is
independent of PKR, as in its absence the entire E3 and the protein
that lacks the amino terminus are able to interact with ISG15
(Fig. 5D). The findings of Fig. 5 reveal that ISG15 binds the E3
protein in a PKR-independent manner and that binding requires the
C-terminal domain of E3 spanning the RNA-binding site, which
suggests that dsRNA acts as a linker.
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Figure 4. Effect of ISG15 overexpresion on virus growth after infection of MEFs with virulent and E3L deletion VACV mutant
viruses. A–B. ISG152/2 MEFs were transduced with high-titer viral supernatants corresponding to the pISG15-ires-GFP retroviral vector. Levels of
ISG15 were measured by Western blot using a specific murine anti-ISG15 antibody. Viral protein E3 levels were measured as control of infection and
levels of eIF2a were used as a loading control. Virus growth of WR and VVDE3L were determined by plaque assay or by immunostaining. C–D.
ISG15+/+ MEFs were transduced as above. Levels of ISG15 were measured by Western blot using a specific murine anti-ISG15 antibody. Viral protein
E3 levels were measured as control of infection and levels of eIF2a were used as a loading control. Virus growth of WR and VVDE3L were determined
by plaque assay or by immunostaining. Control indicates the non-transduced MEFs.
doi:10.1371/journal.ppat.1000096.g004
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Enhanced susceptibility of ISG15 KO mice to VVDE3L
infection
To further show that ISG15 is a biological relevant antiviral
molecule against VACV infection, we next evaluated the
susceptibility of ISG152/2 mice to the virus. Thus, we infected
by the intraperitoneal (i.p) route ISG152/2 or ISG15+/+ mice
with WR at 26107 or with the attenuated VVDE3L at 108 PFU/
mouse and scored for prominent indicators of viral pathogenesis
(weight loss and mortality). While there was reduced weight loss in
ISG152/2mice, survival was similar between both groups (Fig. 6,
panel A and B). However, after VVDE3L infection the ISG152/
2 mice displayed signs of disease within 2 days, characterized by
ruffled fur and lack of activity, and 25% of the animals died within
1 to 2 days. Half of the mice infected with VVDE3L appeared sick
at 4 days p.i., and 75% recovered after 7 to 8 days p.i. (Fig. 6C–D).
We did not observe virus yields for ISG152/2 or ISG15+/+mice
infected with VVDE3L in liver or spleen, while virus titers were
easily obtained in WR infected mice (not shown).
Since the inflammatory response might explain the rapid signs
of illness in VVDE3L infected ISG15 KO mice, we measured
serum cytokine levels (IL-6, TNF-a, IL-10, MCP-1, IFN-c, and
IL-12 p 70) at early times post infection. In ISG15+/+ mice, IL-6
levels were similar in serum from WR- or VVDE3L- or mock-
infected mice (Fig. 6E). In contrast, ISG152/2 mice infected with
VVDE3L had an 8-fold increase in serum levels of IL-6 compared
with those infected with WR (P,0.01; Fig. 6E). There were no
changes in levels of other cytokines analyzed between the groups
(not shown).
We also examined the extent of protection conferred in animals
pre-immunized with WR or VVDE3L by i.p route. Thus, pre-
immunized mice (as in Fig. 6) were challenged by i.n route with
WR at 26107 PFU/mouse. In the case of ISG15+/+ and
ISG152/2 mice pre-immunized mice with WR, the challenge
had little effect on weight loss and signs of illness, clear signs of
protection (Fig. 7A–B). However after WR challenge, VVDE3L
pre-immunized ISG152/2 mice developed weight loss and signs
of sickness which was not observed in ISG15+/+ mice (Fig. 7C–
D). These findings revealed a reduced protection to challenge with
WR conferred by VVDE3L pre-immunized KO mice, indicating
limited adaptive immune response triggered by VVDE3L infection
of ISG15 2/2 mice.
The antiviral effect of ISG15 correlates with control of the
inflammatory response after VACV infection
Since VVDE3L pre-immunized ISG15 KO mice developed
disease transiently after i.n WR challenge and the upper
respiratory tract is a natural route for variola virus infection, we
next evaluated disease progression in ISG15+/+ and ISG152/2
mice after i.n inoculation with WR and several E3L deletion
mutants (VVDE3L; VVE3LD83N and VVE3LD26C). The highly
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Figure 6. Virulence of WR or VVDE3L after infection of ISG15+/+ and ISG152/2 mice. A–B. Mice were inoculated i.p with purified VACV
(26107 PFU/mouse) or VVDE3L (108 PFU/mouse). Mice were individually weighed daily, and mean percentage weight loss of each group (n = 12) was
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attenuated MVA strain was included as control. Infected mice
were scored for prominent indicators of viral pathogenesis (weight
loss, signs of illness and mortality). After WR or VVE3LD83N
infection, no significant differences in weigh loss and signs of illness
were observed between ISG152/2 and ISG15+/+ mice, although
slight differences in weight loss were observed between both groups
of mice when inoculated with a lower dose of WR (Fig. 8A, upper
panel). Mortality was higher in mice infected with WR, as all mice
died within 7 days in the case of WR, while infection with
VVE3LD83N caused 25% mortality (Fig.8A–B). However, clear
differences were observed after i.n. inoculation of VVDE3L or
VVE3LD26C. While ISG15+/+mice did not show signs of illness at
any times p.i, ISG152/2 mice infected with VVDE3L or
VVE3LD26C showed disease as revealed by clear signs of illness
as soon as 2 days and 25% of the animals died. About half of the
mice infected with VVDE3L or VVE3LD26C appeared sick at 4
days p.i, but 75% of them recovered after 7 to 8 days p.i, (Fig. 8C).
To analyze the status of ISGylation in the infected mice, lungs
were homogenized and conjugation of ISG15 to its target proteins
was determined by Western blot. While, ISG152/2 mice do not
express ISG15 (Fig. 7A) and lungs homogenates from ISG15+/+
mice had similar amounts of the ISG15 protein, conjugation of
ISG15 to its targets proteins is enhanced in lung extracts from
mice infected with VVDE3L or VVE3LD26C (Fig. 9A). Similar
result was also observed in MEFs infected in vitro with VVDE3L
where high levels of ISG15 conjugates were clearly observed
(Fig. 1A). These findings suggest that E3 blocks conjugation of
ISG15 to its target proteins by its carboxy-terminal domain.
The presence of VACV proteins, as determined by Western
blot, was more evident in lungs of ISG152/2 in comparison to
ISG15+/+ mice infected with WR or the deletion mutant viruses
(Fig. 9B). As expected, appearance of virus in lungs correlated with
the presence of viral proteins in these tissue extracts (Fig. 9B–C).
These results indicate that although the absence of ISG15 has no
effect in the mortality of the mice at a high dose of WR inoculation
(56106 PFU/mice; Fig. 8A, middle and lower panel), it has an
effect in the replication of the WR and E3L mutant viruses, as seen
by the different amount of viral protein and virus titers in lung
tissues of ISG152/2 versus ISG15+/+ mice (Fig. 9B–C).
Histological examination of lung tissue showed that ISG15+/+
animals infected with the different mutant viruses had no
inflammatory cells infiltrating the lung parenchyma. In contrast,
lung sections obtained from ISG152/2 mice infected with
VVDE3L or VVE3LD26C presented severe inflammation with
alveolar wall thickening and infiltration of inflammatory cells (see
enlarged sections in Fig. 10). This phenotype was not observed in
WR- or VVE3LD83N- infected ISG152/2 mice (Fig. 10). This
result indicates that in ISG152/2 mice, pathogenesis and
development of an inflammatory response is mediated by the
absence of E3 virus expression. This phenotype was maintained
after VVDE3L and VVE3LD26C pointing to E3 as a major
VACV molecule involved in virus evasion of the IFN-defense
ISG15 antiviral protein.
Discussion
Pro-inflammatory and IFN-stimulated genes (ISGs) represent
essential components of the innate immune response to viral
infection (40). Upon viral entry into cells, ISG induction occurs in
two waves: acute, IFN-independent induction of a subset of ISGs
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and delayed, IFN-dependent induction via the production of IFN-
a/b during the initial phase. In many viral infections, IFN-
independent ISG induction is mediated by the IRF-3 phosphor-
ylation, homodimerization, and nuclear translocation. Activated
IRF3, in turn, induces the expression of type I IFN genes, whose
products trigger strong induction of a subsets of ISGs, including
IFN-b which after its release and ligand-binding to its receptor
then initiates IFN-dependent ISG induction via the IFN receptor
and JAK/STAT signaling pathways. IFN-inducible enzymes, like
the 2.5 OAS/RNAse L system, PKR, and M6, are the best
characterized proteins that mediate antiviral action of IFN.
Another protein, ISG15, was first identified as an IFN-stimulated
gene whose expression is induced strongly by IFN-a/b treatment
and can be detected at low constitutive levels in cells [45]. ISG15
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modifies several important molecules and affects type I IFN signal
transduction; ISG15 expression is markedly increased following
viral infection (14, 30, 49), and many viruses encode inhibitors of
the IFN-transduction pathway or specific inhibitors of ISG to
avoid deleterious effects triggered by these cytokines.
Among animal viruses, the poxvirus family contains a large
array of genes which are used by the virus to evade host immune
responses. VACV encodes multiple proteins that interfere with
complement regulatory proteins, with many cytokines and
chemokines, with TLRs (Toll like receptors) and signal transduc-
tion pathways, with apoptosis, and others [46]. One of the VACV
proteins with strong inhibitory activity of IFN-induced pathways is
E3 [47]. E3 represses the host cell antiviral response inhibiting
both PKR and RNaseL, which trigger global inhibition of protein
synthesis and virus replication [35,36,37]. In addition, E3 blocks
the activation of IRF3 [40,41], and effectively prevents the first
wave of type I IFN synthesis. E3 has two domains, an N-terminal
involved in the direct inhibition of PKR, its nuclear localization,
and Z-DNA binding [34,48,49,50], and the C-terminal that
contains the dsRNA-binding domain required for IFN-resistance
and for the broad host range phenotype of the virus [44,51]. It has
been described that VACV lacking E3 (VVDE3L) replicates in
PKR or RNaseL deficient cells [40].
Through the use of microarrays we identified the gene ISG15 as
being induced in the course of infection of human cells with different
strains of VACV [28,29,30]. The attenuated mutant VVDE3L also
produces an increase in ISG15 messenger levels [31]. The reason for
the induction of ISG15 mRNA levels by attenuated viruses (Fig. 1) is
probably due to the activation of several cellular signal transduction
cascades and of host transcription factors [28,30,31]. Since MVA
and NYVAC strains contain the E3L gene, this upregulation may be
independent of E3 expression with induction being likely due to the
increase in IFN-b levels.
In this study we showed that a VACV mutant lacking E3, which
cannot grow in ISG15 WT cells, is able to replicate both in MEFs
cells derived from ISG15 KO mice or in ISG15 silenced cells. In
addition viral titers also increase in the absence of ISG15
indicating that ISG15 has an essential role against infection of
VACV. During infection of MEFs from ISG15 KO or ISG15
depleted cells, the presence of E3 enhances viral production since
the WR titers are greater than those after infection with the
VVDE3L mutant virus. One explanation of this phenotype is that
the mutant virus lacking E3 triggers apoptosis through PKR
activation which, in turn, reduces virus production as previously
described [52]. The role of ISG15 in VACV replication was also
supported by the more abundant VACV infectious virus and viral
Figure 10. Histopathology of lungs from ISG15+/+ and ISG152/2 mice intranasally infected with VACV mutant viruses. Lungs from
ISG15+/+ and ISG152/2 mice i.n inoculated with, WR (56106 PFU/mouse) or MVA (56107 PFU/mouse) or VVDE3L (56107 PFU/mouse) or
VVE3LD83N (56107 PFU/mouse) or VVE3LD26C (56107 PFU/mouse) were resected, sectioned and stained with hematoxilin and eosin. For each
group of animals representative fields are shown at a magnification of 406 (left panels) and 1006 (right panels). B. Bronchio, BC. Bronchiole, A.
Alveolar sac, V. Vein.
doi:10.1371/journal.ppat.1000096.g010
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proteins produced in lungs of ISG152/2 mice compared with
lungs of ISG15+/+ mice after infection with WR or with the E3L
deletion mutant viruses (Fig. 9B–C).
While the depletion of ISG15 has an effect on VVDE3L mutant
phenotype and restores virus growth, over-expression of ISG15 in
ISG152/2 murine cells using a retroviral transduction system
revert the restricted VVDE3L viral growth. Over-expression of
ISG15 also reduces markedly WR titers reinforcing the idea that
ISG15 plays a role in the control of VACV replication.
Inhibition of ISG15 function by VACV is likely due to its
interaction with VACV E3, as shown by IP and confocal analyses.
This interaction with ISG15 occurs independently of PKR,
through the C-terminal region of E3 and requires RNA. We
have shown that ISG15 controls the in vitro replication of VACV in
a PKR-independent manner, as WR and VVDE3L titers do not
increase in murine PKR2/2 cells in comparison to those
observed in PKR+/+. While in murine cells VVDE3L is able to
replicate in a PKR-independent manner, as also described in
MEFs lacking RNase L [53], in human HeLa cells with PKR
expression suppressed by siRNA, the mutant virus is able to grow
[40]. The differences in cell origin might explain the distinct effect
of the IFN system in the control of VACV replication.
The mutant VVDE3L virus that was able to replicate in
ISG152/2 MEFs (Fig. 2) did not replicate in ISG15 KO mice
(Fig. 7), but surprisingly infection with VVDE3L provokes sickness
and mortality only in ISG152/2 mice. This was probably related
to the strong inflammatory response triggered by the mutant in
ISG15 KO mice, as observed by the increased levels of IL-6 in
serum (Fig. 4E). Although the biological relevance of this
observation remains to be established, it can be suggested, in
view of the functions assigned to ISG15 in the innate immune
response [54], that this molecule plays a role as regulator of IFN-
triggered innate responses during VACV infection. It will be of
interest to know the type of innate response triggered in ISG15
KO mice infected with VVDE3L.
The inability of VVDE3L to cause significant disease in WT
mice is presumably due, at least in part, to induction of type I IFN
that, in turn, leads to up-regulation of antiviral proteins, such as
PKR and 2–5 OAS/RNaseL system. The mutant virus that lacks
the C terminus of E3L gene involved in the dsRNA sequestration
(VVE3LD26C) is completely attenuated in WT mice; however
deletion of the N terminus (VVE3LD83N) reduces pathogenesis
500- to 5,000-fold [33,48]. We extended these in vivo studies using
the i.n route and compared WR and E3L mutant viruses in WT
and ISG15 KO mice. We observed that only after VVDE3L or
VVE3LD26C inoculation (i.n), the mortality of mice was increased
by the absence of ISG15 (Fig. 6). In the case of WR or
VVE3LD83N, there were no differences in mortality of both
viruses in ISG15 KO in comparison to WT mice although viral
replication was enhanced in the lungs of ISG152/2 in
comparison to ISG15+/+ mice. One explanation is that ISG15
is made non functional after infection with these viruses, because
the carboxy-terminal domain of E3 binds to ISG15 and blocks its
activity. These observations are in correlation with the reduced
presence of conjugates in lungs of WT mice infected with WR or
VVE3LD83N, compared with infection by VVDE3L or
VVE3LD26C. Although lung homogenates presented similar
amounts of ISG15 protein, the conjugation of ISG15 to its targets
proteins, was greatly enhanced after infection with VVDE3L or
VVE3LD26C (Fig. 7). This evidence suggests that inhibition of
conjugation of ISG15 is mediated by E3 and this inhibition
requires the presence of the dsRNA binding domain. Similar result
was also observed in MEFs infected in vitro with VVDE3L where
high levels of ISG15 conjugates were clearly observed (Fig. 1A).
The cause of mortality of ISG15 KO mice after infection with
VVDE3L or VVE3LD26C was a massive inflammation of lungs
with alveolar wall thickening and infiltration of cells (Fig. 8). These
results indicate a role of ISG15 in the control of an inflammatory
response by regulating cytokine levels.
Cytokine and chemokine release occurs rapidly in response to
virus infection, with the aim of recruiting inflammatory leukocytes
in order to limit virus replication and spread, and to induce
adaptive immunity. However, prolonged expression of chemokines
in the context of viral infections may be detrimental to the host.
We find that in the absence of ISG15, infection with VVDE3L
produces an increase of IL-6 that correlates with short-term
morbidity and complications that include pulmonary function
abnormalities. Although the mechanisms of this up-regulation
remains to be established, it can be speculated in view of the
functions assigned to ISG15 that it might be involved in the
regulation of cytokine signal transduction, through the stabiliza-
tion of specific signalling components that facilitate the develop-
ment of a correct innate immune response. In this sense a family of
intracellular proteins called suppressors of cytokine signalling
(SOCS) are essential for the regulation of cytokine expression
having a critical role in the regulation of the innate response.
Considering that SOCS-1 and SOCS-3 negatively regulate the
IFN-induced signal cascade, and VACV E3 protein inhibits the
type I IFN response, it is possible that E3 or other viral proteins
may regulate the IFN response by affecting SOCS protein
expression regulating the ISG15 activity by an unknown
mechanism. We have previously demonstrated that although
WR provokes a general downregulation of cellular mRNAs, there
are a discrete number of human genes that are induced selectively
during the course of VACV infection. A variety of these
upregulated genes encode different members of the SOCS family
[29] indicating that probably VACV may modify SOCS protein
expression to manipulate the cytokine pathway and the antiviral
host response. This strategy may be used to reduce the efficacy of
innate and acquired immune responses to infection. However,
WR modification of cytokine or chemokine responses may also be
a mechanism to recruit new targets for infection, or provide new
niches for infection. It has been described that over-expression of
HCV core protein inhibits IFN signalling and induces SOCS-3
expression. SOCS-1 and SOCS-3 proteins have been reported to
inhibit IFN-induced activation of the JAK-STAT pathway and
expression of antiviral proteins, such as M6A [55].
There are similarities between the functions of VACV E3 and
the NS1 dsRNA-binding protein of influenza virus. NS1 blocks
IRF3 phosphorylation and IFNb mRNA induction [56]. In
addition, NS1 is an inhibitor of PKR, suggesting that dsRNA
sequestration is a strategy used by both RNA and DNA viruses to
evade the IFN induction and action [57]. Furthermore NS1B
binds and blocks ISG15 protein inhibiting the ISGylation. The
region of the NS1B protein that is required for this inhibition
includes the domain that binds dsRNA. VACV may have a similar
mechanism of influenza NS1 to evade ISG15 action as well.
We conclude that the cellular ISG15 protein has an essential
role in VACV replication, acting as a negative feedback regulator
of the cytokine signalling pathway and regulating in this way the
innate response. VACV has therefore developed a mechanism to
counteract this antiviral host response through E3. Because
VVDE3L is not lethal to ISG15+/+ mice lacking PKR, RNase
L, and M61 [40], there must be an additional IFN-induced
antiviral pathway(s) effective against viruses, in which ISG15
should play an essential role. Understanding the host responses
triggered by ISG15 and virus mechanisms of escape is necessary
for development of therapies against important human pathogens.
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Materials and Methods
Cells, viruses and infection conditions
HeLa cells (ATCC) were cultured in Dulbecco’s medium
(DMEM) supplemented with 10% newborn bovine serum (NCS)
and antibiotics (Gibco, http://www.invitrogen.com). ISG152/2
cells and their wild type counterpart were generated by Osiak et al
[58] and cultured in DMEM with 10% fetal calf serum (FCS).
PKR2/2 and their wild type counterpart [59] were cultured in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium with 10% FCS. VACV wild-
type Western Reserve strain (WR) was grown on monkey BSC-40
cells (African green monkey kidney cells), purified by sucrose
gradient banding as described (24) and titrated in BSC-40 cells.
MVA and NYVAC, as well as VACVmutant of E3L were grown in
Baby hamster kidney cells (BHK-21), sucrose purified and titrated in
BHK-21 cells by immunostaining as previously described [60].
VACV constructs deleted of E3L (VVDE3L), of the first 83 N-
terminal amino acids of E3L (VVE3LD83N), or of the last 26 C-
terminal amino acids of E3L (VVE3LD26C) were kindly provided
by B. L. Jacobs (University of Arizona, USA) [44,61].
Quantitative Real-Time RT-PCR
RNA (1 mg) was reverse-transcribed using the Superscript first-
strand synthesis system for reverse transcription-PCR (RT-PCR)
(http://www.invitrogen.com). A 1:40 dilution of the RT reaction
mixture was used for quantitative PCR. Primers and probe sets
used to amplify ISG15 was purchased from (http://www.
appliedbiosystems.com). RT-PCR reactions were performed
according to Assay-on-Demand, optimized to work with TaqMan
Universal PCR MasterMix, No AmpErase UNG, as described
[28]. All samples were assayed in duplicate. Threshold cycle (Ct)
values were used to plot a standard curve in which Ct decreased in
linear proportion to the log of the template copy number. The
correlation values of standard curves were always .99%.
Cellular viability assay
Cells were grown in 96-well plates to confluency and infected
with different VACV or VVDE3L viruses at the indicated
multiplicity of infection (MOI) from 0.01 to 10 PFU/cell. At 24
hours post-infection (hpi), the medium was removed and cytolysis
was determined by crystal violet staining as described previously
[62]. The percentage of viable cells was calculated assuming the
survival rate of uninfected cells to be 100%.
Immunoblotting
Murine embryonic fibroblasts (MEFs) were infected in 6-well
plates with WR, or MVA, or NYVAC, or VVDE3L and collected
at indicated hpi in lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M
NaCl, 10% NP40, 1% SDS). Equal amounts of protein lysates
(100 mg) were separated by 14% or 8% SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), transferred to nitrocellulose mem-
branes and incubated with antibodies, anti-ISG15 [58], -actin
(http://www.sigmaaldrich.com), -E3 (kindly provided by B.L.
Jacobs) followed by peroxidase-conjugated mouse or rabbit
secondary antibodies. For the in vivo measurement of ISG15,
parental or ISG152/2 mice were infected with WR, VVDE3L,
VVE3LD83N or VVE3LD26C at the multiplicity indicated. Lung
samples were homogenized and mixed with SDS loading buffer
and boiled for 10 min before Western blot analysis. ISG15
expression was detected as previously described with a rabbit
antiserum against ISG15 [58] followed by peroxidase-conjugated
rabbit secondary antibodies. Blots were developed using ECL
(http://www.amersham.com).
Immunoprecipitation analysis
Confluent MEF cells grown in 100 mm plates were treated with
mouse IFN-a (100 units/ml) during 10 hrs and infected at
3 PFU/cell for 16 h with the recombinant viruses indicated and
cells were collected and lysed and clarified supernatant was
incubated with 20 mg of anti-mouse IP beads (http://www.
ebioscience.com) previously incubated with a rabbit antiserum
against ISG15 [58] or against E3 respectively. Immunoprecipitates
were analyzed by SDS-PAGE followed by immunoblot with the
antibody anti-E3 (kindly provided by B.L. Jacobs). The RNase
treatment consisted in an incubation of the IP extracts with 10 mg
of RNAse for 15 min at room temperature.
Viral inoculation of mice and sample collection
The origin of ISG152/2 mice has been described [58].
ISG152/2 and control wild type (WT) C57/BL-6 mice ( 6 to 10
weeks old) were immunized i.n in 25 ml PBS with VACV at 56106
or 105 PFU/mouse or with VVDE3L or VVE3LD83N or
VVE3LD26 at 56108 PFU/mouse. The i.p inoculation was with
VACV at 26107 or VVDE3L at 108 PFU/mouse in 200 ml PBS.
Animals were sacrificed at various times post-inoculation and spleen,
liver, ovaries and lungs were removed, washed with sterile PBS, and
stored at 270uC. Serum was obtained by retro-orbital bleedings 3
hours post-inoculation and was allowed to clot 1 hour at 37uC; after
leaving samples at 4uC overnight, they were spun down in a
microcentrifuge, and serum removed and stored at 220uC.
Cytokine Analysis
Secreted IL-6 from serum of mice infected i.p with WR or
VVDE3L at the indicated days was measured with the quantitative
human IL-6 (BD Biosciences) according to the manufacturer’s
instructions. Captured IL-6 was quantified at 450 nm with a
spectrophotometer. Triplicate samples were measured in two
independent experiments. Alternatively, serum cytokine levels
were analyzed for IL-6, TNF, IL-10, MCP-1, IFN-c, and IL-12
p 70 by using the cytometric bead array mouse inflammation kit as
indicated by the manufacturer (http://www.BDBiosciences.com).
Transfection of ISG15 siRNA
ISG15-synthetic siRNA (s79221 and s79223), scrambled siRNA
(used as a negative control; s4390843) and GAPDH siRNA (used
as a positive control; s4390849) were purchased from Applied
Biosystems and resuspended in RNase-free H2O. Transfection of
siRNAs targeting each mRNA was carried out according to the
manufacturer’s instructions with some modifications. Murine
ISG15+/+, PKR+/+ and PKR2/2 embryonic fibroblasts were
plated in 12-well plates 18 to 24 h before transfection. On the day
of transfection, RNA-lipid complexes were introduced into each
well of cells (20 nM RNA) by using siPORT Amine transfection
reagent (http://www.ambion.com). The effect of specific siRNAs
on target protein abundance was assessed by Western-blot.
Twenty-four hours after transfection, siRNA-treated and non-
treated control cells were mock-infected or infected with different
WR or VVDE3L viruses at 0.1 PFU/cell and CPE were visualized
by phase-contrast microscopy at the indicated times p.i.
Ectopic ISG15 protein expression by retroviral
transduction
ISG15+/+ and ISG152/2 MEFs were transduced with high-
titer viral supernatants corresponding to the pISG15-ires-GFP
retroviral vector obtained as described [63]. Supernatants were
collected at 48 h after transfection, filtered through a 0.45-mm-
pore-size filter, and supplemented with complete DMEM medium
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+10% FCS before addition to growing MEFs. This protocol was
repeated each 12 hours three times in presence of polybrene. The
transduction efficiency was evaluated by Western-blot. Twenty-
four hours after retroviral infection treated and non-treated
control cells were mock-infected or infected with different VACV
or VVDE3L viruses at 0.1 PFU/cell and and CPE were visualized
by phase-contrast microscopy at the indicated times p.i.
Immunofluorescence
PKR+/+ and PKR 2/2 embryonic murine fibroblasts
cultured on coverslips were infected with the viruses indicated.
At 16 hpi cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS),
fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) and permeabilized
(10 min, room temperature) with 0.1% Triton X-100 in PBS,
washed, and blocked with 20% bovine serum albumin (BSA) in
PBS. Cells were incubated (1 h, 37uC) with anti-ISG15, -E3
(mouse antibody kindly provided by B. Moss); coverslips were
washed extensively with PBS and further incubated (1 h, 37uC)
with ToPro (http://www.molecularprobes.com) and appropriate
fluorescein- or Texas Red-conjugated isotype-specific secondary
antibodies. After washing with PBS, coverslips were mounted on
microscope slides using Mowiol (http://www.calbiochem.com).
Images were obtained using a Bio-Rad Radiance 2100 Confocal
Laser microscope (http://www.biorad.com).
Immunohistochemistry
Formalin-fixed lung from mice mock-infected or infected with
WR, VVDE3L, VVE3LN83N or VVE3LN26 was resected,
sectioned and stained with both hematoxilin and eosin as
previously described [64].
Supporting Information
Figure S1 Effect of ISG15 overexpression on virus citotoxicity
after infection of MEFs with virulent and E3L deletion VACV
mutant viruses. A–B. ISG152/2 or ISG15+/+ MEFs were
transduced with high-titer viral supernatants corresponding to the
pISG15-ires-GFP retroviral vector. CPE was visualized by phase-
contrast microscopy at the indicated times p.i.
Found at: doi:10.1371/journal.ppat.1000096.s001 (0.68 MB PDF)
Table S1 Levels of ISG15 mRNA detected by quantitative real-
time RT-PCR after infection of HeLa cells with several VACV
mutants.
Found at: doi:10.1371/journal.ppat.1000096.s002 (0.02 MB PDF)
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